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^ (57) Abstract: The invention relates to a composition comprising acid mag- 

A-L-OH(P03H2)2 (') netic particles (p) based on an iron compound, said acid magnetic particles 

I/") (p) being complexed by one or more gem-bisphosphonate compounds, hav- 

t"""- ing formula (I) X-L-CH (P0 3 H 2 )2, wherein: L represents an organic group connecting function X to function gdro-bisphosphonate 

-CH(P0 3 H 2 ) 2 ; X represents a chemical function that can react with a biovector and, optionally, the X functions of the aforementioned 
1^ particles are fully or partially coupled to a biovector. The invention also relates to a method of preparing said compounds and to the 

use of same, particularly as a contrast agent for magnetic resonance imaging (IRM). 



O ( 57 ) Abrege : Linvention a pour objet une composition comprenant des particules magnetiques acides (p) a base d'un compose 
du fer, lesdites particules magnetiques acides (p) etant complexee par un ou plusieurs composes gem-bisphosphonate, de Formule 
^ (D: X-L-CH (POjH 2 )2 dans laquelle: L represente un groupement organique reliant la fonction X a la fonction gem-bisphosphonate 
^ -CH(P0 3 Hz) 2 ; X represente une fonction chimique susceptible de r6agir avec un biovecteur; lesdites fonctions X desdites particules 
Stant eventuellement couplees en tout ou partie a un biovecteur. L'invention conceme egalement un proc6dd de preparation desdites 
compositions et leur utilisation, notamment comme produit de contraste pour llmagerie par Resonance Magnetique (IRM). 
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Nouvelles compositions de particules magnetiques 
recouvertes de derives gem-bisphosphonates 

L'invention concerne des compositions de particules magnetiques 
recouvertes de molecules comprenant d'une part, une fonction gem- 
bisphosphonate liee a la surface de la particule et, d'autre part, une fonction 
reactive susceptible de lier covalemment une entite de ciblage appelee 
biovecteur. L'invention vise egalement leur procede de preparation et leur 
utilisation notamment comme produit de contraste pour rimagerie par 
Resonance Magnetique nucleaire (IRM). 

L'IRM permet la visualisation d'organes internes chez des etres vivants et 
constitue done un auxiliaire et un guide puissant dans le diagnostic, le 
traitement medical et la chirurgie. 

L'administration de produits de contraste contribue a ameliorer la 
resolution des images obtenues par cette technique et la precision du 
diagnostic. 

Ainsi, I'effet de contraste peut etre accentue par la presence, dans 
I'environnement des organes soumis a examen, de diverses especes 
magnetiques, par exemple paramagnetiques, ferromagnetiques ou super- 
paramagnetiques. 

Les substances paramagnetiques comprennent certains metaux comme le 
fer, le manganese, le gadolinium a I'etat ionique ou organometallique. Les 
substances de contraste ferromagnetiques comprennent generalement des 
particules d'agregat magnetiques de taille micrometrique ou sous- 

: micrometrique, e'est-a-dire non inferieure a 100-200 nm, par exemple des 
particules de ferrites, dont notamment de magnetite (Fe 3 0 4 ), de maghemite 
(Y-Fe 2 0 3 ) et autres composes mineraux magnetiques d'elements de transition 
qui se comportent comme des aimants permanents. Les particules super- 
pa ram agnetiques sont habituellement de tres petites particules de ferrite, dont 

o notamment de magnetite (Fe 3 0 4 ), de maghemite ( Y -Fe 2 0 3 ) et autres composes 
mineraux magnetiques d'elements de transition, de taille inferieure a environ 
100-150 nm. Contrairement aux particules ferromagnetiques, les particules 
superparamagnetiques ne se comportent plus comme de petits aimants 
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autonomes du fait que leur taille est inferreure a une valeur critique, c'est-a-dire 
qu'elles s'alignent dans une direction preferentielle uniquement lorsqu'elles sont 
soumises a un champ magnetique externe. Les particules super- 
paramagnetiques presentent avantageusement une densite d'efficacite plus 
5 elevee par rapport aux particules ferromagnetiques. 

Pour obtenir des solutions colloTdales de particules magnetiques, encore 
denommees ferrofluides dans ce qui suit, stables en milieu physiologique, il est 
necessaire de conditionner la surface des particules magnetiques. 

Le plus souvent, les particules magnetiques utilisees en Imagerie 
10 medicale sont recouvertes de macromolecules telles que des carbohydrates 
comme le dextrane, des proteines comme I'albumine ou des polymeres de 
synthese comme les methacrylates et les organosilanes. Les syntheses 
permettant d'aboutir a ce type de particules sont generalement effectuees selon 
le procede dit « de Molday » (Reference : Robert S. Molday and D. Mackenzie ; 
15 J. of Immunological Methods (1982), 52, p 353-367) et necessitent des 
purifications laborieuses et couteuses. 

Dans beaucoup d'applications biomedicales des particules magnetiques, il 
est necessaire de coupler ces dernieres a une molecule d'affinite specifique, de 
maniere a ce que les particules se lient specifiquement aux cellules cibles et 
20 tissus. Cette reconnaissance est souvent assuree par la formation d'un 
complexe d'affinite entre un ligand (biovecteur) fixe a la particule et un 
recepteur a la surface de la cellule cible ou d'un tissu. Cette molecule d'affinite 
specifique peut etre soit adsorbee directement a la surface des particules, soit 
liee par covalence. 

25 De facon generate, le greffage covalent de la molecule d'affinite specifique 

sur une macromolecule requiert prealablement une activation chimique, par 
exemple par oxydation, de maniere a generer des sites de fixation sur la 
macromolecule. 

Cependant, le nombre de sites de fixation genere sur la macromolecule 
30 est generalement difficile a maTtriser et, par vote de consequence, le greffage 
ulterieur d'une molecule d'affinite specifique ne peut etre controle. 

Or, le controle de la quantite de molecule d'affinite specifique greffee est 
important pour moduler I'affinite de la solution finale de particules vis-a-vis de 
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la cible, mais aussi pour moduler la pharmacocinetique, la biodistribution et 
eventuellement le metabolisme, I'excretion et I'innocuite de ces particules. En 
outre, d'un point de vue industriel, il est interessant de pouvoir minimiser la 
quantite de molecule d'affinite specifique, dont le cout est en general tres eleve. 

De plus, les fonctions reactives a la surface de la macromolecule n'ayant 
pas reagi avec ladite molecule d'affinite specifique, sont susceptibles d'induire 
des reactions toxiques in vivo. 

De meme, de facon generate, le greffage d'une molecule d'affinite 
specifique par chimisorption est difficile a controler d'un point de vue physico- 
chimique et, de plus, beaucoup moins stable en milieu biologique. En outre, la 
chimisorption induit un equilibre avec une fraction libre de la molecule d'affinite 
specifique. Cette fraction libre est prejudiciable au contraste en IRM. 

Des particules magnetiques recouvertes de molecules organiques de 
faible poids moleculaire ont egalement ete decrites a ce jour. 

Le document J. of Coll. And Interf. Science 2001, 238, p 37-42 enseigne 
que le recouvrement de particules magnetiques par des molecules organiques 
comportant une partie bisphosphonate permet d'obtenir des objets de petite 
taille (inferieure a 15 nm) et stables dans un large domaine de pH. 

Cependant, la mesure de la taille hydrodynamique des particules 
recouvertes de composes bisphosphonates par PCS (Photon Correlation 
Spectroscopy) decrite dans ce document requiert une etape de filtration 
prealable sur des filtres de 100 nm, pour eliminer les agregats et n'isoler que les 
particules de faible taille hydrodynamique. Cette mesure ne reflete done pas la 
taille hydrodynamique reelle des particules obtenues qui est, en fait, beaucoup 
plus elevee. 

En outre, la purification des particules magnetiques recouvertes par les 
composes gem-bisphosphonates via le procede decrit dans ce document 
necessite la mise en oeuvre d'une etape de dialyse ou de traitement par des 
resines, ce qui s'avere laborieux, peu reproductible et tres difficilement 
exploitable industriellement. On rappelle que les gem-bisphosphonates sont les 
groupements -CH(P0 3 H 2 )2. 

Ce proced§ ne permet done de controler ni le greffage des composes 
gem-bisphosphonates a la surface des particules magnetiques, ni la taille 
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hydrodynamique de la particule resultante, sans avoir recours a des 
purifications laborieuses. En outre, ce document ne decrit ni ne suggere de 
coupler des entites de ciblage specifique a des particules recouvertes de 
composes bisphosphonates, et en particulier des gem-bisphonates, pour des 
5 applications biomedicales specifiques, ce qui rend leur utilisation fort inadaptee 
pour ce ciblage. 

Le diametre hydrodynamique, au sens de la presente invention, fait 
reference au diametre de la particule en solution entouree par sa couche 
d'hydratation, tel que determine par diffusion de lumiere selon la technique PCS 
10 (Spectroscopie d'AutoCorrelation de Photon, Photon Correlation Spectroscopy : 
Reference : R. Pecora - J. of Nanoparticle Research (2000), Vol. 2, pp. 123- 
131). 

La publication WO 97/01760 decrit des particules magnetiques 
recouvertes d'acide dimercaptosuccinique (ADMS), couplees a une entite de 
15 ciblage specifique, I'annexine, via les fonctions thiols de I'ADMS. 

Cependant, dans les conditions de pH et de force ionique habituelles, les 
fonctions thiols de I'ADMS presentes a la surface de la particule ont tendance a 
s'oxyder et a former des ponts dissulfures, ce qui conduit a la formation 
d'agregats. II s'ensuit une taille hydrodynamique elevee ainsi qu'une forte 
20 polydispersion. 

De plus, le greffage de I'annexine necessite, au prealable, de regenerer 
les fonctions thiols par reduction des ponts dissulfures. 

Enfin, le greffage de I'annexine est mal controle. II s'ensuit qu'apres 
couplage, il s'avere necessaire de desactiver les fonctions thiols residuelles par 
25 reaction avec la BSA (Bovin Serum Albumin) de maniere a eviter des reactions 
toxiques in vivo ou I'agregation ulterieure des particules obtenues. 

Le besoin demeure done d'obtenir des particules a la fois efficaces pour 
un diagnostic specifique, peu polydisperses et stables. 

II a maintenant ete decouvert que Ton pouvait controler a la fois le greffage 
30 de composes gem-bisphosphonates fonctionnalises sur des particules 
magnetiques et le couplage des particules resultantes a des biovecteurs, grace 
a I'utilisation combinee desdits composes ge/n-bisphosphonates et de 
particules magnetiques acides. Ce double controle presente I'avantage de 
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permettre notamment la maftrise de la taille hydrodynamique des particules 
resultantes, a savoir des particules magnetiques acides (p) greffees par des 
composes grem-biphosphonates, qu'elles soient couplees ou non a des 
biovecteurs. L'invention concerne ainsi notamment : 

-les particules acides sur lesquelles sont greffees les gem- 
bisphosphonates, ces particules une fois greffees etant capables de se lier a au 
moins un biovecteur ; 

- ces particules greffees par des gem-bisphosphonates et couplees a au 
moins un biovecteur. 

Dans ce cadre, il s'est avere que le precede d'obtention de telles 
particules magnetiques comprend un nombre limite d'etapes et est a la fois 
simple a mettre en ceuvre et reproductible. De plus, il ne requiert pas de 
purifications laborieuses et se caracterise par de tres bons rendements. 

Au sens de la presente invention, on entend par "particule magnetique 
acide" les particules magnetiques du type de celles presentes au sein des 
ferrofluides dits "acides", connus de I'etat de la technique, mais dont 
I'association a des gem-bisphonates n'etait ni decrite ni suggeree. 

Ces ferrofluides "acides" de meme que les ferrofluides "alcalins" ont 
largement ete decrits dans la litterature, notamment dans la publication Massart 
et al., C. R. Acad. Sc. Paris, t. 291, 7/07/1980, Serie C et IEE, Transactions on 
Magnetics, 1981, vol. MAG-17,n°2, p. 1247. 

On decrit generalement les particules magnetiques acides des ferrofluides 
acides comme presentant des sites hydroxyles protones en surface, en milieu 
acide. 

Par opposition, les particules magnetiques des ferrofluides alcalins sont 
decrites comme presentant generalement des sites complexes par des ions 
OH" en milieu basique. 

Cette representation en termes de sites correspond en fait a un modele 
qui a d'ailleurs ete conforte par differents travaux montrant que les particules 
magnetiques acides et basiques se comportent comme des polyacides et/ou 
polybases faibles. 

De facon avantageuse, les inventeurs ont montre que, contrairement aux 
ferrofluides "alcalins", les ferrofluides "acides" sont tres stables et ne presentent 
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pas de phenomene d'agregation de particules, d'ou un meilleur controle de la 
taille hydrodynamique du precurseur (c'est-a-dire de la particule non greffee) et 
ulterieurement des particules greffees par les composes gem-bisphosphonates, 
puis, le cas echeant, desdites particules couplees a des biovecteurs, sans 
5 etape de purification laborieuse. 

De facon surprenante, les inventeurs ont montre par ailleurs qu'on peut 
obtenir un tres bon recouvrement des particules magnetiques par les composes 
gem-bisphosphonates, chaque site hydroxyle protone a la surface de la 
particule magnetique acide pouvant etre potentiellement greffe par une 

10 molecule d'agent complexant gem-bisphosphonate. Cette interaction permet, 
avantageusement, de masquer la surface de la particule de facon homogene, 
ce qui peut permettre, en particulier, d'empecher la reconnaissance ulterieure 
de la particule par le systeme immunitaire. 

De facon particuliere, les inventeurs ont decouvert en outre un precede 

15 permettant de reduire la taille hydrodynamique des particules magnetiques 
acides et d'obtenir en consequence des particules magnetiques de tres faible 
taille. Avantageusement, le greffage controle de ces particules par les agents 
gem-bisphosphonates suivi eventuellement du couplage, egalement controle, 
avec des biovecteurs permettent d'obtenir des particules magnetiques finales 

20 de faible taille hydrodynamique sans aucune etape de purification laborieuse. et 
done d'avoir au final, un precede de preparation robuste, reproductible et done, 
industrialisable. 

Les inventeurs ont par ailleurs etudie la complexation des particules 
magnetiques acides (p) par des composes comportant, d'une part, une fonction 

25 X susceptible de Her covalemment un biovecteur et d'autre part une fonction 
diphosphonate en lieu et place de la fonction gem-bisphosphonate. 

Ms ont ainsi obtenu des particules stables, ce qui est deja une amelioration 
distinctive par rapport a I'art anterieur, mais le couplage a un biovecteur est 
significativement moins efficace qu'avec un gem-bisphosphonate. En 

30 particulier, lorsqu'un compose diphoshonate HOOC-CH2-N(CH 2 (P0 3 H 2 ))2 est 
utilise, pour des raisons non totalement elucidees, les particules presentent un 
taux de couplage avec le biovecteur deux fois plus faible qu'avec un gem- 
bisphosphonate. II en resulte done que le cout de production des particules 
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magnetiques greffees par des diphosphonates et couplees a des biovecteurs 
serait beaucoup plus eleve. 

La presente invention vise done a proposer des compositions de particules 
magnetiques greffees de facon controlee par des derives gem-bisphosphonates 
et eventuellement couplees de facon controlee, via ces derives, a des especes 
de type entite de ciblage specifique (biovecteur). 

De facon plus specifique, invention vise egalement a fournir des 
compositions de ce type, stables en suspension en particulier en milieu 
biologique, et avantageusement de taille hydrodynamique controlee, 
notamment de faible taille hydrodynamique. 

La presente invention vise egalement a proposer un procede de 
preparation desdites compositions. 

Selon un premier aspect, I'invention concerne une composition 
comprenant des particules magnetiques acides (p) a base d'un compose du fer, 
lesdites particules magnetiques acides (p) etant chacune complexee par un ou 
plusieurs composes gem-bisphosphonates, de formule (I) : 
X-L-CH(P0 3 H 2 ) 2 (I) 

dans laquelle : 

• L represente un groupement organique reliant la fonction X a la fonction 
gem-bisphosphonate -CH(P0 3 H 2 )2 

• X represente une fonction chimique susceptible de reagir avec un 
biovecteur ; lesdites fonctions X desdites particules (p) etant eventuellement 
couplees en tout ou partie a un biovecteur. 

Sous I'expression "etant chacune complexee", I'homme du metier 
comprendra que la composition peut comprendre egalement des particules 
magnetiques (p) non complexees par des composes de formule (I), ceci 
principalement pour des raisons de distribution statistiques et/ou en raison du 
procede de preparation de ladite composition decrit ci-apres. 

La composition se presente sous forme d'une solution aqueuse stable de 
nanoparticules. 

Dans ces compositions, le taux de complexation du compose (I) sur les 
'particules est superieur a 70%, et de preference superieur a 80, 90, 95%, etant 
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entendu que I'expression "taux de complexation" dans la presente description 
se refere de preference a la quantite de composes de formule (I), par rapport a 
la quantite de sites protones presents sur les particules magnetiques acides (p). 

On prefere particulierement que les particules magnetiques acides (p) 
soient complexees sur au moins 90% de leurs sites protones par des composes 
de formule (I), ce par quoi on obtient avantageusement un bon recouvrement 
de la particule, apte en particulier a assurer une bonne stabilite de la particule, 
a empecher la reconnaissance de la particule par le systeme immunitaire et a 
rendre I'eventuel couplage uiterieur avec un biovecteur plus efficace. 

PARTICULE MAGNETIQUE (P) 
Par "particules a base d'un compose du fer", on entend, au sens de la 
presente description, des particules constitutes en tout ou partie par un derive 
du fer, comprenant generalement du fer (III), generalement un oxyde ou un 
hydroxyde de fer. 

En regie generate, les particules magnetiques acides (p) sont composees 
en tout ou partie d'hydroxyde de fer ; d'oxyde de fer hydrate ; de ferrites ; 
d'oxydes de fer mixtes tels que des oxydes de fer mixtes de cobalt, de nickel, 
de manganese, de beryllium, de magnesium, de calcium, de baryum, de 
strontium, de cuivre, de zinc ou de platine ; ou d'un melange de ceux-ci. 

Au sens de la presente invention, le terme de "ferrite" designe les oxydes 
de fer de formule generate [x Fe 2 0 3 , y MO z ], ou M designe un metal 
magnetisable sous I'effet d'un champ magnetique tel que Fe, Co, Ru, Mg, Mn, 
le metal magnetisable pouvant etre eventuellement radioactif. 

De facon preferentielle, les particules magnetiques acides (p) des 
compositions de I'invention comprennent une ferrite, notamment la maghemite 
(y Fe 2 0 3 ) et la magnetite (Fe 3 0 4 ), ou encore les ferrites mixtes de cobalt 
(Fe 2 Co0 4 ) ou de manganese (Fe 2 Mn0 4 ). 

Dans ce cadre, on prefere tout particulierement les particules magnetiques 
acides (p) composees en tout ou partie, et de preference essentiellement, de 
maghemite ou de magnetite ou d'un melange de ceux-ci. 

Les particules magnetiques acides (p) des compositions selon I'invention 
presentent en surface des sites hydroxyles protones en milieu acide, qui 
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correspondent plus precisement a I'espece Fe-OH 2 + resultant d'une interaction 
tres forte entre un ion Fe 3+ a la surface de la particule et une molecule d'eau 
acide (H 3 0 + ). Ces protons peuvent etre consideres comme constitutifs de la 
particule d'apres les travaux de J. Lyklema et al.. Materials Science Research, 
1984, 17, p. 1-24. Le pourcentage de sites protonnes sur une particule acide 
est compris typiquement entre 1.3 et 2.5% (mole de sites / mole de fer). 

Selon une variante particulierement preferee, les particules acides (p) sont 
superparamagnetiques. 

Les particules magnetiques (p) possedent alors, un diametre 
hydrodynamique compris entre 5 et 300 nm, de preference entre 5 et 60 nm, 
encore de preference entre 5 et 30 nm. 

De preference, la composition de I'invention est une suspension de 
particules magnetiques acides (p) qui presente avantageusement, le cas 
echeant, une concentration adaptee a la formation d'une solution colloTdale 
stable (suspension aqueuse de nanoparticules stable), a savoir, en general, 
une concentration en particules magnetiques (p) allant de 2 umoles L" 1 a 4 
moles L" 1 , exprimee en nombre de moles d'ions metalliques total. 



COMPOSES DE FORMULE (I) 
20 Les composes de formule (I) selon I'invention comportent une fonction 

gem-bisphosphonate qui assure la fixation du compose de formule (I) a la 
surface de la particule magnetique acide. 

Plus precisement, les inventeurs ont mis en evidence que chaque fonction 
gem-bisphosphonate interagit avec un seul site hydroxyle protone a la surface 
25 de la particule acide. 

Les composes de formule (I) de I'invention comprennent un linker (L) 
permettant de relier et/ou d'espacer la fonction gem-bisphosphonate et l'entite 
reactive X capable d'assurer le greffage covalent d'un biovecteur. 
A titre prefere, le linker L represente un groupement divalent. 
30 De preference, le linker L est choisi parmi : 

- un groupe aliphatique ; alicyclique ; alicyclique-aliphatique ; aromatique ; 
aromatique-aliphatique, lesdits groupes aliphatiques, alicycliques et 
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aromatiques pouvant etre eventuellement substitues par un groupe methyle, 
hydroxy, methoxy, acetoxy, amido, ou un atome de chlore, d'iode ou de brome ; 

- un groupement -L1-NHCO-L2 ou Li et L 2 sont soit identiques, soit 
differents et represented un groupe aliphatique ; alicyclique ; aromatique ; 
alicyclique-aliphatique ou aromatique-aliphatique, lesdits groupes pouvant etre 
eventuellement substitues par un groupe methyle, hydroxy, methoxy, acetoxy, 
amido ou un atome de chlore, d'iode ou de brome. 

Un groupe aliphatique, au sens de la presente invention, designe une 
chaTne hydrocarbonee lineaire ou ramifiee comportant de preference de 1 a 16 
atomes de carbone, mieux encore de 1 a 6 atomes de carbone. Des exemples 
en sont notamment les radicaux methyle, ethyle, propyle, isopropyle, butyle, 
tert-butyle, isobutyle, pentyle et hexyle. 

Le terme "alicyclique" designe une chaTne hydrocarbonee cyclique 
comportant de preference de 3 a 8 atomes de carbone. A titre d'exemple, on 
citera notamment le cyclopropyle et le cyclohexyle. 

Le terme "aromatique" represente un groupement hydrocarbone mono- ou 
polycyclique aromatique comprenant preferentiellement de 5 a 20 atomes de 
carbone, mieux encore de 6 a 18. Des exemples en sont notamment les 
radicaux phenyles et 1- ou 2-naphtyIes. Selon une variante particuliere, un 
groupe "aromatique" au sens de I'invention peut integrer un ou plusieurs 
heteroatomes tels que le soufre, Poxygene ou I'azote. Dans ce cas particulier, le 
groupe "aromatique" designe un groupement heteroaromatique mono- ou 
polycyclique. 

Les groupes "aliphatique-alicyclique" et "aliphatique-aromatique" 
represented des chaines aliphatiques repondant a la definition susmentionnee, 
substitutes par respectivement un groupement alicyclique ou aromatique tels 
que definis ci-dessus. A titre d'exemple de groupe aliphatique-aromatique, on 
peut notamment citer le benzyle. 

Selon une variante preferee, L represente un groupe phenylene 
eventuellement substitue, les groupements X et gem-bisphosphonates pouvant 
etre en position ortho, meta ou para. 
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Selon un mode de realisation particulierement prefere, L represente un 
groupe aliphatique substitue ou non, et plus preferentiellement un groupe 
-(CH 2 ) P - ou p est un entier de 1 a 5. 

Selon un autre mode preferentiel, L represente un groupe Ln-CONH-l.2 et 
plus preferentiellement un groupe -(CH 2 )n-NHCO-(CH 2 ) m - ou n et m 
represented un nombre entier de 0 a 5. 

L'extremite X du compose gem-bisphosphonate de formule (I) est choisie 
de telle sorte qu'elle soit susceptible de reagir et de former une liaison 
covalente avec une fonction presente sur le biovecteur. Pour plus d'informatjons 
concernant ces couplages, on pourra se refirer notamment a I'ouvrage 
Bioconjugate techniques, Greg T. Hermanson, 1995, Publisher : Academic, San 
Diego, Calif. 

A titre de groupes X preferes, on peut citer notamment : 



--NH 2 , -NCS, -NH-NH 2 , -CHO, alkylpyrocarbonyle (-CO-O-CO-alk), 
acylazidyle (-CO-N 3 ), iminocarbonate (-0-C(NH)-NH 2 ), vinylsulfuryle (-S- 
CH=CH 2 ), pyridyldisulfuryle (-S-S-Py), haloacetyle, maleimidyle, dichloro- 
triazinyle, halogene, 

- les groupes -COOH et -NH 2 etant particulierement preferes. 

Le terme « alk » designe au sens de la presente description un radical 
alkyle en Ci - C 6 , le terme « Py » designant quant a lui un radical pyridyle. 

Le radical maleimidyle designe un radical cyclique de formule : 



Le radical dichlorotriazinyle designe un radical de formule : 



Parmi les groupes halogenes, on peut citer notamment le chlore, le brome, 
le fluor et I'iode, le chlore et le brome etant particulierement preferes. 

Par « haloacetyl », au sens de la presente description, on entend un 
radical acetyl CH 3 -CO-, dont I'un des atomes d'hydrogene est substitue par un 
atome d'halogene, celui-ci etant tel que defini pr6c6demment. 



--COOH, 



o 
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De preference, X represente un groupe -COOH ou -NH 2 et L un groupe 
aliphatique substitue ou non, mieux encore un groupe -(CH 2 ) P -, ou p est un 
entier de 1 a 5. 

On prefere tout particulierement le compose de formule (la) 
5 HOOC-(CH 2 ) 2 -CH(P0 3 H 2 ) 2 (la) 

Selon un autre mode preferentiel, L represente un groupe L1-CONH-L2 et 
plus preferentiellement un groupe -(CH 2 ) n -NHCO-(CH 2 ) m - ou n et m 
represented un nombre entier de 0 a 5 et X represente -COOH ou -NH 2 . 

10 Bien entendu, entre egalement dans le cadre de I'invention le couplage de 

la fonction X et du biovecteur de facon indirecte, c'est-a-dire via un reactif 
homobifonctionnel ou heterobifonctionnel. A titre illustratif de reactif homo- 
bifonctionnel, le glutaraldehyde peut convenir pour realiser le couplage, par 
exemple, d'une fonction X = -NH 2 avec une fonction — NH 2 du biovecteur. 

15 Selon une variante preferee de I'invention, les fonctions X forment une 

liaison covalente L 3 avec le biovecteur de type 

-CONH-, -COO-, -NHCO-, -OCO-, -NH-CS-NH-, -C-S-, -N-NH-CO-, -CO- 
NH-N-, -CH 2 -NH-, -N-CH 2 -, -N-CS-N-, -CO-Chfe-S-, -N-CO-CH 2 -S-, -N-CO-CH 2 - 
-CHz-S-, -CH=NH-NH-, -NH-NH=CH-, -CH=N-0-, -0-N=CH- ou repondant aux 

20 formules suivantes : 
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Selon un mode de realisation particulier, on peut envisager de coupler 
deux biovecteurs sur une meme fonction X via une liaison de type : 




10 

Les sites protones des particules magnetiques acides (p) selon I'invention 
peuvent etre complexes par au moins deux composes de formule (I) de 
structures identiques ou differentes. 

Selon un mode de realisation prefere, les particules magnetiques (p) sont 
15 complexees par une ou plusieurs molecules de deux composes de formule (I) 
de structures differentes, notamment de fonctions X differentes. Ceci permet 
avantageusement le greffage ulterieur de biovecteurs possedant des fonctions 
susceptibles de reagir avec des fonctions X differentes. 

Selon un mode preferentiel, tout ou partie des fonctions X du compose 
20 gem-bisphosphonate sont couplees a un biovecteur 

L'invention concerne ainsi egalement une composition (utilisable comme 
produit de contraste pour IRM) comprenant une suspension aqueuse stable de 
nanoparticules acides (p) dont au moins 90% des sites protones sont 
complexes par un ou plusieurs composes gem-bisphosphonates identiques ou 
25 differents de formule (I) : 

X-L-CH(P0 3 H 2 ) 2 (I) 
dans laquelle les fonctions X sont couplees en tout ou partie a au moins 
un biovecteur. 

Par I'expression "en tout ou partie", on entend que toutes les fonctions X 
30 du compose ge/n-bisphosphonate ne sont pas necessairement couplees a un 
biovecteur, mais que le taux de couplage est suffisant pour que la specificite 
diagnostique recherchee soit obtenue avec le ou les biovecteurs utilises. On 
precise aussi que si plusieurs X et/ou plusieurs biovecteurs sont utilises, les X 
et/ou les biovecteurs peuvent etre identiques ou differents. 
35 La particule ainsi vectorisee s'ecrit : 

(BRANCHE)r - PARTICULE ACIDE (III) 
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dans laquelle r represente le nombre de branches greffees par particule 
et BRANCHE defini par: 

[((BIOVECTEUR) - L 3 ) s - L -CH (P0 3 H 2 ) 2 ], L 3 etant une liaison covalente 
telle que definie ci-dessus resultant du couplage de la fonction X du compose 
de formule (I) et du biovecteur, eventuellement via un reactif homobifonctionnel 
ou heterobifonctionnel ; s represente le nombre de biovecteurs couples par 
fonction X, et peut etre notamment egal a 1, 2 ou 3. 

BIOVECTEUR 

Par "biovecteur", au sens de la presente invention, on entend de 
preference une entite de ciblage specifique (generalement un ligand), c'est-a- 
dire possedant une affinite specifique pour un tissu et/ou pour un recepteur 
biologique et/ou un transporteur, et/ou une matrice biologique cibles donnes. 

Les couples d'affinites recepteurs/ligands sont multiples et I'invention telle 
que definie pourra etre aisement appliquee par I'homme du metier a differents 
ligands susceptibles de former une paire d'affinite avec un recepteur cible tels 
que les couples anticorps/antigenes, lectines/polysaccharides, biotine/avidine, 
acides nucleiques (brin + et -), etant entendu que le ligand puisse etre couple 
par liaison covalente soit directement a I'extremite X du compose de formule (I), 
soit indirectement par I'intermediaire d'un reactif bifonctionnel. 

Par extension, au sens de la presente description, le terme "biovecteur" 
peut egalement couvrir des molecules organiques ayant une activite 
pharmacologique et/ou cytotoxique, ou plus generalement des pharmacophores 
utiles dans les methodes de traitement therapeutique ou prophylactique. 

Le terme "pharmacophore" couvre au sens de la presente invention des 
molecules organiques a activite pharmacologique et/ou cytotoxique, ainsi que 
leurs analogues structuraux, ces derniers pouvant posseder ou non une activite 
pharmacologique et/ou cytotoxique. 

Au sens de la presente description, un "biovecteur" designe par 
extension des molecules biocompatibles possedant un caractere hydrophile 
marque, telles que les aminoalcools. 

A titre de biovecteurs preferes, on peut notamment citer les proteines 
eventuellement recombinantes ou mutees, les glycoproteines, les lectines, la 
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biotine, les vitamines, les derives pteroiques ou aminopteroTques, les derives 
de i'acide folique et antifolique, les anticorps ou fragments d'anticorps, les 
peptides et leurs derives, les mono- ou polysaccharides, I'avidine, les inhibiteurs 
ou substrats de recepteurs (membranaires ou nucleaires), les phospholipides, 
les steroTdes et leurs analogues, les oligonucleotides, les sequences d'acide 
ribonucleique, les sequences d'acide desoxyribonucleique, les hormones ou 
substances analogues aux hormones, les acides amines, les molecules 
organiques a activite pharmacologique, les pharmacophores, les proteines 
eventuellement recombinantes ou mutees, les anticorps ou fragments 
d'anticorps, les aminoalcools, les derives de phospholipide, les 
pharmacophores ; les derives de I'acide folique et antifolique, les agents de 
ciblage d'integrines ou de MMP etant particulierement preferes. 

Les biovecteurs, dont notamment les anticorps et les pharmacophores, 
peuvent etre eventuellement fonctionnalises de maniere a pouvoir reagir avec 
les fonctions X et former une liaison covalente de preference de type 

-CONH-, -COO-, -NHCO-, -OCO-, -NH-CS-NH-, -C-S-, -N-NH-CO-, -CO- 
NH-N-, -CH 2 -NH-, -N-CH 2 -, -N-CS-N-, -CO-CH 2 -S-, -N-CO-CH 2 -S- f -N-CO-CH 2 - 
CH 2 -S-, -CH=NH-NH-, -NH-NH=CH-, -CH=N-0-, -0-N=CH- ou repondant aux 
formules suivantes : 




Le terme "derives de I'acide folique et derives antifoliques" designe des 
molecules obtenues par fonctionnalisation d'au moins un groupe chimique du 
folate ou de I'acide pteroTque de maniere a ce qu'elles puissent former une 
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liaison covalente avec les fonctions X, en particulier du type de celles 
mentionnees ci-dessus. A titre d'exemple de fonctionnalisation, on peut citer 
notamment I'etherification d'une fonction hydroxy, esterification ou amidification 
d'une fonction carboxylate, ou la modification et/ou I'introduction de substituants 
5 sur le motif structural (2-amino-pyridiminique) et plus particulierement sur le 
motif structural (2-amino-pyrimidinique) present dans les derives 
aminopterinique et pteroTque. A titre d'exemples preferes des derives du folate, 
on peut citer plus particulierement ceux decrits dans I'article de MP Costi - 
Current Drug Targets (2001), vol 2, p. 135-166. 
io A titre d'exemples preferes de derives de « phospholipides », on peut 

citer les derives de phosphatidylserine, de phosphatidylethanolamine, de 
phosphatidylcholine, de phosphatidylinositol, de sphingomyeline ou les derives 
de ceramides, le terme "derive" signifiant ici . que les molecules sont 
fonctionnalisees de maniere a ce qu'elles soient capables de reagir 
15 covalemment avec les fonctions X decrites precedemment, notamment avec X 
= -COOH ou -NH 2 . 

Par "derive de peptide", on entend, au sens de la presente description, un 
peptide issu d'acides amines naturels ou non, dont la structure native a ete 
modifiee chimiquement par fonctionnalisation de certaines fonctions chimiques, 
20 de maniere a ce que le peptide resultant soit capable de reagir covalemment 
avec les fonctions X, par exemple par modification d'une liaison peptidique. A 
titre indicatif, un derive de peptide peut designer un polypeptide, un pseudo- 
peptide, un retropeptide, un peptidomimetique, un peptide cyclique, des 
peptides inhibiteurs d'enzymes, des peptides agonistes ou peptides 
25 antagonistes. A titre d'exemples preferes, on peut citer les peptides 
fonctionnalises, utilises en Medecine nucleaire (Reference : S. Liu and D. Scott 
Edwards ; Topics in Current Chemistry (2002), 222, p 259-278) et Okarvi, 
Nuclear Medicine Communication, 1999, 20 : 1093-1112) et les inhibiteurs ou 
substrats de proteases , en particulier de metalloproteases. 
30 Une classe particuliere de biovecteurs sont les molecules a forte 

hydrophilie telles que les aminoalcools ou les aminopolyethyleneglycols. Ces 
aminoalcools sont particulierement utiles pour obtenir des particules 
magnetiques finales suffisamment hydrophiles en termes de stabilite aqueuse 
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et de biocompatibilite, ainsi que pour moduler la pharmacocinetique et la 
biodistribution. 

Parmi les aminoalcools, on prefere particulierement ceux repondant a la 
formule (II) suivante : 



5 




dans laquelle R^ et R 2 sont identiques ou differents et represented une 
chaTne hydrocarbonee aliphatique comportant de 2 a 6 atomes de carbone, 
substitute de preference par 6 a 10 groupements hydroxyles, ou bien par 4 a 8 
groupements hydroxyles dans le cas ou R, et/ou R 2 est interrompu par un 
10 atome d'oxygene. 

Dans ce cadre, les aminoalcools pour lesquels Ri represents un groupe 
-(CH 2 )-(CHOH) 4 -CH 2 OH ou -(CH 2 )-CHOH-CH 2 OH et R 2 un groupe -CH 2 - 
(CHOH) 4 -CH 2 OH sont generalement preferes. 

Parmi les aminopolyethyleneglycols, on prefere particulierement les 
15 composes de formule (II) dans laquelle R A et R 2 , identiques ou differents, 
represented H, un groupe alkyle ou une chaTne polyethyleneglycol de formule - 
CH 2 -(CH 2 -0-CH 2 ) k -CH 2 OR 3 dans laquelle k varie de 2 a 100, et R 3 est choisi 
parmi H, alkyle ou -(CO)Alk, le terme "alkyle" ou "alk" designant un groupe 
aliphatique hydrocarbone, lineaire ou ramifie, ayant environ de 1 a 6 atomes de 
20 carbone dans la chaTne. 

Des exemples d'aminopolyethyleneglycols sont notamment les 
composes 0-(2-aminoethyl)-0'-methylpolyethyieneglycol 1100, 0-(2- 
aminoethyO-O'-methylpolyethyleneglycol 2000, 0-(2-aminoethyl)-0'-methylpoly- 
ethyleneglycol 750. 

25 

Selon une variante particuliere de I'invention, le cas echeant, des 
biovecteurs de natures differentes sont couples via les fonctions X a la surface 
de particules magnetiques (p). Dans ce cadre, on prefere tout particulierement 
coupler sur chaque particule magnetique acide (p) deux biovecteurs differents. 
30 Selon un mode particulier, on realise un couplage "mixte" entre un 

aminoalcool et un biovecteur de nature differente, i. e. presentant soit une 
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affinite specifique pour une cible donnee, soit une activite pharmacologique 
et/ou cytotoxique, de maniere a modifier la biodistribution du produit final. 

On prefere que 1 a 100 % des fonctions X des composes gem- 
bisphosphonates soient couplees a au moins deux biovecteurs identiques ou 
differents. A titre d'exemple, 30 % des fonctions X peuvent etre couplees a un 
biovecteur B1, 30 % a un biovecteur B2 et 30 % couplees a un biovecteur B3, B1, 
B2 et B3 etant differents. 

S'il est envisageable de coupler 100% des fonctions X presentes a la 
surface des particules magnetiques acides (p) a des biovecteurs, on prefere 
generalement un rendement de couplage limitant ^augmentation de la taille 
hydrodynamique de la particule finale, tout en permettant d'assurer un ciblage 
specifique efficace. 

Aussi, selon un mode de realisation prefere de I'invention, 1 a 70%, 
notamment 1 a 50% des fonctions X des composes de formule (I) sont 
couplees, et notamment lorsque les biovecteurs sont identiques. 

Selon une variante egalement preferee de I'invention, dans le cas ou les 
biovecteurs sont differents, en particulier lorsqu'il s'agit d'un aminoalcool et d'un 
biovecteur de nature differente, 1 a 100% des fonctions X des composes de 
formule (I) sont alors couplees. 

De maniere plus generate, un couplage mixte peut par exemple etre utilise 
avec des biovecteurs differents mais capables de cibler specifiquement une 
meme pathologie, tels que des peptides de sequences differentes capables de 
cibler differentes metalloproteases (MMP) surexprimees dans une zone 
pathologique cancereuse ou cardiovasculaire. 

On decrit maintenant plus precisement differents biovecteurs, 
particulierement utilisables dans le cadre de I'invention dans trois domaines : 

A) cardiovasculaire 

B) oncologie 

C) maladies inflammatoires et degeneratives. 
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A) Domaine cardiovasculaire et la plaque d'atherome a risque 
Differents systemes/mecanismes biologiques presents dans les maladies 
cardiovasculaires notamment celles liees a la plaque d'atherome sont des 
cibles privilegiees pour les agents de contraste ou therapeutiques selon 
I'invention notamment le systeme faisant intervenir des metalloproteases 
(MMP), le systeme du thrombus, le systeme de I'annexine V. 

On sait que les Matrix Metalloproteinases (MMP) ou Matrixines, sont des 
enzymes qui possedent la propriete de degrader les composants proteiques de 
la matrice extracellulaire. Cette matrice extracellulaire qui entoure cellules et 
tissus est constitute de proteines comme le collagene. Les MMP ont ete 
classees en 3 groupes : les gelatinases (Collagenases de type IV), les 
Stromelisines, les Collagenases interstitielles. 

Les MMP sont surexprimees dans les plaques d'atherome. Dans le 
domaine cardiovasculaire, de nombreuses etudes indiquent que les MMPs sont 
impliquees dans le remodelage de la matrice extra-cellulaire au niveau de la 
plaque. Pour ce qui est des plaques d'atheromes, de maniere non exhaustive 
au moins huit MMPs y sont surexprimees: 



Enzyme 


Reference 
MMP 


Collagenase interstitielle 


MMP-1 


Gelatinase A 


MMP-2 


Gelatinase B 


MMP-9 


Stromelysine-1 


MMP-3 


Matrilysine 


MMP-7 


Elastase macrophagique 


MMP-1 2 


Collagenase-3 


MMP-1 3 


MMP-membranaire MT-MMP-1 


MMP-1 4 



Les MMP1 et 3 sont notamment decrites dans Johnson J et al., Activation 
of Matrix-degrading Metalloproteinases by Mast Cell Proteases in 
Atherosclerotic Plaques, Arterioscl. Thromb. Vase. Biol. 1998; 18: 1707-1715. 
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L'invention concerne ainsi des nanoparticules vectorisees de formule (III) 
dont le biovecteur est un agent capable d'inhiber au moins une MMP, 
notamment un inhibiteur de MMP, pour des applications dans le domaine 
cardiovasculaire. Selon une realisation preferee, I'inhibiteur est un derive de 
5 I'llomastat ou un peptide tel qu'exemplifie plus loin. On preferera aussi des 
inhibiteurs de MMP choisis parmi ceux decrits dans Current Medicinal 
Chemistry, 2001, 8, 425-474 ; Chem.Rev, 1999, 99, 2735-2776. On pourra 
notamment utiliser des inhibiteurs de MMP designes TIMP rappeles dans DDT 
vol 1, N°1, January 1996, Elsevier Science, 16-17 ; Bioconjugate Chem, 2001, 
io 12, 964-971 . 

Pour le thrombus, il est connu que : 

- le recepteur Gpllb/Illa est exprime sur les plaquettes activees (il est deja 
utilise en therapeutique comme cible d'agents antiplaquettaires) ; 

15 - la fibrine est associee a la thrombose. 

Plus precisement, en ce qui concerne le thrombus, I'intervention de 
glycoproteines Gpllb/Illa sur les plaquettes activees a ete demontree. Les 
plaquettes sont des fragments anuclees des megacaryocytes de la moelle 
osseuse qui jouent un role pivot dans les processus d'atherosclerose et de 

20 thrombose. Les medicaments antiplaquettaires classiques les plus utilises sont 
I'aspirine, la ticlopidine et le clopidogrel. La connaissance des mecanismes 
moleculaires aboutissant a I'agregation plaquettaire a permis le developpement 
d'une nouvelle famille de molecules dirigees contre le recepteur plaquettaire du 
fibrinogene, I'integrine GPIIb/llla. L'avantage majeur par rapport aux 

25 antagonistes cites precedemment est de bloquer I'etape finale de I'activation 
des plaquettes, independamment de la voie d'activation des plaquettes. 
L'interaction plaquette-plaquette etant critique pour la formation du thrombus, la 
fixation du fibrinogene (qui forme des ponts entre les plaquettes) sur le 
complexe GP llb/llla est un evenement cle dans I'hemostase et la thrombose. 

30 Quand les plaquettes sont activees, les recepteurs glycoproteiques GP llb/llla 
qui se trouvent a la surface des membranes des plaquettes, subissent une 
modification de leur conformation spatiale et peuvent alors fixer des molecules 
de fibrinogene soluble dans le plasma et du calcium. Le fibrinogene etablit les 
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liens entre les plaquettes par I'intermediaire de ponts Ca 2+ -fibrinogene formant 
un reseau dans lequel vont etre emprisonnees les hematies. La thrombine en 
transformant le fibrinogene en fibrine resserre les mailles de ce filet. Cette 
agregation va conduire a la formation d'un thrombus au niveau de la zone 
lesee. De nombreux efforts ont done ete realises afin d'identifier sur le 
recepteur GP llb/llla, les sites d'interaction des ligands. Le complexe GP llb/llla 
est un complexe heterodimerique glycoproteique membranaire important des 
plaquettes (environ 50000 copies par plaquette). 

Au moins deux series de peptides, correspondant a des sequences 
d'acides aminees presentes naturellement dans le fibrinogene humain, sont 
connues pour inhiber la fixation des macromolecules adhesives sur le recepteur 
GPIIb/llla : la sequence Arg-Gly-Asp (RGD) et la chame gamma Lys-Gln-Ala- 
Gly-Asp-Val. 

La sequence Arg-Gly-Asp (RGD) a initialement ete identifiee comme la 
sequence adhesive de la fibronectine, integrine qui joue un role important dans 
les interactions plaquettes-plaquettes et plaquettes-vaisseaux apres sa 
liberation par les plaquettes. Cette sequence est egalement presente dans le 
fibrinogene, le facteur von Willebrand et la vitronectine (role dans la fibrinolyse 
et la liaison aux vaisseaux). 

Le complexe GPIIb/llla reconnait cette sequence qui inhibe la fixation de 
la fibronectine, du fibrinogene, du facteur de von Willebrand et la vitronectine 
sur les plaquettes. Tous ces ligands contiennent au moins une sequence RGD; 
alors que le fibrinogene en contient deux par demi-molecule. In vivo, le 
fibrinogene est le principal ligand du fait de sa forte concentration dans le 
plasma. 

L'invention concerne ainsi des particules vectorisees (III) : 

- dont le biovecteur est capable de cibler le recepteur Gpllb/llla ; 

- dont le biovecteur est capable de cibler la fibrine, notamment par des 
peptides selectifs des monomeres de fibrine afin de differencier la fibrine de la 
molecule soluble de fibrinogene. 

L'invention concerne en particulier des produits (III) dont le biovecteur 
comprend un motif RGD, pour des applications cardiovasculaires. 
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On pourra par exemple utiliser des peptides decrits dans WO 2001/9188, 
US 6 521 211, US 6 403 056, Seminars in nuclear medicine, 1990, 52-67, 
Nucear Medicine and Radiology, 28,2001,515-526, le bibapcitide Acutect de la 
societe Diatide. 



B) Domaine oncologique 

L'imagerie specifique obtenue par la presente invention vise a obtenir 
selon une realisation un marquage de la neo-angiogenese, un ciblage 
specifiquement des cellules tumorales ou des alterations de la matrice 
extracellulaire, non obtenues par les techniques connues. Differents systemes 
(ou mecanismes) biologiques associes au developpement tumoral sont des 
cibles privileges pour les agents de contraste ou therapeutiques selon 
I'invention : le systeme faisant intervenir des composes capable de se lier a des 
recepteurs aux folates, le systeme faisant intervenir les MMP, le systeme 
faisant intervenir des facteurs de croissance impliques dans I'angiogenese. 

L'invention concerne selon un mode de realisation des produits (III) dont le 
biovecteur est un derive capable de cibler un recepteur au folate, ce biovecteur 
etant capable de donner lieu a une reconnaissance specifique de cellules 
tumorales. On utilisera notamment comme BIOVECTEUR des derives du folate 
de formule (E) s'ecrivant : 




dans laquelle : 

a) G1 est choisi independamment dans le groupe constitue par : 
halo, R f 2, O Rf 2, S R f 3, N R f 4 R f 5 ; de preference G1 est NH 2 ou OH ; 

b) G2 est choisi independamment dans le groupe constitue par : 
halo, R f 2, O R f 2, S R f 3, et N R f 4 R f 5 ; 
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c) G3, G4 represented des groupes divalents choisis 
ind6pendamment dans le groupe constitue par -(R f 6') C= -N=, -( R f 6') C (R f 
. 7')-,-N(R f 4>; 

de preference, G3 est -N= (acide folique) ou -CH- (composes decrits plus 
loin : CB3717, raltitrexed, MAI) lorsque le cycle comprenant G3 est aromatique, 
et G3 est -NH- ou -CH2- (composes decrits plus loin : AG-2034, lometrexol) 
lorsque le cycle comprenant G3 est non aromatique ; 

de preference, G4 est -CH- ou -C(CH3)- lorsque le cycle comprenant G3 
est aromatique, et -CH2- ou -CH(CH3)- lorsque le cycle comprenant G3 est 
non aromatique ; 

e) G5 est absent (compose pemetrexed) ou choisi parmi -( R f 6') C=, 
-N= -(R f 6') C (R f 7')-, -N (R f 4')- ; 

f) Le cycle J est un cycle aromatique heterocyclique ou non a 5 ou 6 
sommets, les atomes du cycle pouvant etre C, N, O, S ; 

vii) G6 est N ou C (compose decrit plus loin : 3-deaza-ICI-1 98,583) ; 

h) K1 et K2 sont choisis independamment dans le groupe constitue 
par - C (Z f )-,-C (Z f ) O-.-OC (Z f )-,-N (R f 4")-,-C (Z f )-N (R f 4), -N (R f 4")-C (Z f ),-0- 
C(Z)-N(R f 4")-, -N(R f 4")-C(Z f )-0-, N(R f 4")-C(Z f )-N(R f 5")-, -O-, -S-, -S(O)-, 
-S(0)2-, -N(Rf 4")S(0)2-, -C(R f 6")( R f 7")-, -N(C - CH)-, -N(CH2-C = CH)-,' 
C1-C12 alkyle et C1-C12 alkoxy; dans lequel Zf est O ou S ; de preference K1 
est -N(Rf4 ")- ou -C(R f 6")( R f 7")- avec R f "4, R f 6", R f 7" etant H ; A2 etant ou 
non lie de maniere covalente a un acide amine ; 

0 R f 1 est choisi dans le groupe constitue par : H, halo, C1-C12 
alkyl, et C1-C12 alkoxy ; R f 2, R f 3, R f 4, Rf4\ R f 4", R f 5, R f 5"', R f 6" et R f T 
sont choisis independamment dans le groupe constitue par : H, halo, C1-C12 
alkyle, C1-C12 alkoxy, C.-C, 2 alkanoyle, C.-C, 2 alcenyle, C1-C12 alcynyle, 
(C1-C12 alkoxy)carbonyle, et (C,-C, 2 alkylamino) carbonyle ; 

j) R f 6 et R f 7 sont choisis independamment dans le groupe 
constitue par : H, halo, C1-C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ;ouR f 6 et R f 7 forment 
ensemble 0= ; 

k) R f 6' and R f 7" sont choisis independamment dans le groupe 
constitue par : H, halo, C1-C12 alkyle, C1-C12 alkoxy ; ou R f 6' et R f T forment 
ensemble 0= ; 
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I) Lf est un lien divalent incluant le cas echeant un acide amine 
naturel ou un poly acide amine naturel, lie a K2 ou a K1 par son groupement 
alpha-amino par une liaison amide ; 

m) n, p, r et s sont independamment 0 ou 1. 

5 

La formule (E) inclut les formes tautom6riques, par exemple des 
composes pour lesquels G1 est OH, SH ou NH. 

Pour les composes de I'invention dans lesquels au moins un des groupes 
K1 , K2, R f 1 , R f 2, R f 3, R f 4, R f 4*, R f 4", R f 5, R f 5", R f 6, R f 7", R f 6, R f 7, R f 6' 
io et Rf 7' comprend un atome d'hydrogene, un groupe alkyle, alkoxy, alkylamino, 
alkanoyle, alcenyle, alcynyle, alkoxy carbonyle, alkylamino carbonyle, le groupe 
comprend de preference 1 a 6 atomes de carbone (C1-C6), encore de 
preference 1 a 4 atomes de carbone (C1-C4). 

15 Concernant les MMP dans le domaine oncologique, il est connu que les 

MMP ont deux fonctions distinctes : 

a) elles participent a la dissemination tumorale en detruisant la 
matrice extra-cellulaire; 

b) elles creent un environnement qui favorise la croissance et 
20 I'angiogenese des tumeurs primaires et metastasees. 

Les MMP exprimees dans les principales tumeurs humaines sont 
notamment les suivantes : 

-cancer du sein : MMP-1, 2,3,7,9,1 1,13,14 ; 

- cancer colo-rectal : MMP-1, 2, 3,7,9,11 ; 

25 - cancer du poumon : MMP- 2,3,7,9,11,14 ; 

- cancer de la prostate : MMP-1 ,2,3,7,9. 

II y a une correlation frequente entre le stade de progression tumorale et 
le niveau d'expression des MMP. En general, les tumeurs malignes expriment 
une plus grande quantite de MMP que les tumeurs benignes. 
30 L'invention concerne ainsi des produits (III) dont le biovecteur est un 

inhibiteur de MMP, pour des applications dans le domaine oncologie. Selon des 
realisations preferees, on utilisera des inhibiteurs choisis parmi ceux decrits 
dans Current Medicinal Chemistry, 2001, 8, 425-474 ; Chem. Rev, 1999, 99, 
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2735-2776. On pourra notamment utiliser des inhibiteurs de MMP designes 
TIMP rappeles dans DDT vol 1, N°1, January 1996, Elsevier Science, 16-17 ; 
Bioconjugate Chem, 2001, 12, 964-971 . 

5 En ce qui concerne I'angiogenese, des etudes ont montre que 

I'angiogenese est un facteur pronostique dans diverses tumeurs, notamment le 
cancer du sein, du rein, de la prostate, du colon et du cerveau, ainsi que dans 
le melanome. 

L'invention concerne ainsi des produits (III) dont le biovecteur est capable 

io de cibler un marqueur d'angiogenese. 

II est montre que certains facteurs de croissance endotheliaux sont 
specifiques des tumeurs. Les cellules endotheliales, qui constituent la paroi 
interne des vaisseaux, ne manifestent aucune tendance naturelle a la 
proliferation chez I'adulte sain. En revanche, lors de situations pathologiques, 

15 par exemple lors du developpement de tumeurs ou de I'eclosion de metastases, 
les besoins accrus en oxygene et en apports nutritifs sont vehicules par un 
accroissement de I'irrigation locale. Les tumeurs derivent ainsi a leur profit un 
nouveau reseau vasculaire, processus connu sous le nom d'angiogenese. 

Le facteur de croissance des cellules endotheliales vasculaires (VEGF) 

20 est un facteur de croissance angiogenique puissant et selectif. II agit en 
stimulant au moins trois recepteurs sur la membrane extracellulaire : VEGFR-1 
(Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 / KDR) et NP-1. Les recepteurs aux VEGFs 
appartiennent a la grande famille des RTK (Tyrosine-Kinase Receptor). Ces 
proteines de la famille des integrines possedent une region extracellulaire 

25 capable de lier les ligands, un domaine transmembranaire et une region 
cytoplasmique portant I'activite tyrosine kinase. Dans le cas des VEGFR, le 
domaine kinase est interrompu par une courte sequence specifique a chaque 
recepteur. 

30 L'invention concerne ainsi des produits (III) dont le biovecteur est un agent 

capable de se lier a des recepteurs angiogeniques presents a la surface des 
cellules endotheliales. 
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On pourra utiliser notamment des biovecteurs (notamment des peptides 
obtenus par phage display) decrits dans les documents WO 01/012809, 
WO 01/83693, WO 02/057299 (peptides de 8 acides amines ciblant VEGFR3) ; 
Nuclear Medicine Communications (1999), 20, Pharmacological Review, 179, 
5 206, 2000 ; Journal of Biological Chemistry, 2000, 275, 13588-1 3596 ; Journal of 
Biological Chemistry, 2002,277,45,43137-43142 ; J. Mol. Biol, 2001, 316, 769- 
787 ; Biochemistry, 1998, 37, 17754-17772 ; Chem. J. Biochem. Mot. Biol, 
2000, 16, 803-806. On pourra notamment utiliser (i) des inhibiteurs de Pactivite 
enzymatique liee aux VEGF tels que des composes quinazolines, 
10 aminothiazoles, anthranilamide, (ii) des composes antagonistes de VEGF, 
. notamment des petites molecules telles que des dibenzothiophenes et des 
molecules de documents JP2001 -353075, JP2000-395413, des anticorps. On 
pourra aussi utiliser des biovecteurs du document US 6,610,269 qui decrit de 
nombreux agents de ciblage de recepteurs surexprimes en cas d'angiogenese. 

15 

On sait aussi que I'integrine ocvp3 est peu exprimee dans le systeme 
vasculaire mais est surexprimee dans les cellules tumorales (glioblastome 
dernier stade, carcinome ovarien, melanome). L'avp3 prend part a 
I'angiogenese a differents stades : I'cxvp3 regule I'adhesion des cellules 

20 endotheliales a la matrice, il transmet des signaux aux noyaux des cellules et 
est un recepteur pro-angiogenique en cooperant avec le recepteur du facteur 
de croissance des cellules endotheliales (VEGFR-2, flk). L'avp3, en action avec 
la metalloproteinase-1 de la membrane (MT1-MMP) est responsable de 
I'activation de la metalloproteinase-2 de la matrice a la surface des cellules. Le 

25 blocage de ce recepteur mais aussi de I'avp5 par des peptides RGD ou par des 
anticorps induit I'apoptose des cellules. L'ocvp5 comme I'avp5 interviennent 
surtout dans la phase de proliferation de I'angiogenese. De nombreuses 
proteines de la matrice possedent une sequence commune : Arg-Gly-Asp 
(notee RGD) qui a ete identifiee comme le site d'interaction avec certaines 

30 integrines. Un grand nombre d'inhib'rteurs d'angiogenese comprenant cette 
sequence RGD ont ainsi ete developpes. 

(-'invention concerne ainsi des produits (III) dont le biovecteur est un 
peptide RGD approprie pour des applications en oncologie. 
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Pour les peptides RGD ciblant I'avp3, les inventeurs preferent des 
biovecteurs qui permettent d'inhiber I'angiogenese presentant une forte affinite 
pour I'avp3 (afin d'empecher la fixation des proteines de la matrice) mais une 
5 faible affinite pour I'allbp3. En effet, il a ete montre que les antagonistes de 
I'ccllbp3 pouvaient provoquer des problemes de saignement indesirables. Les 
inventeurs preferent en particulier des antagonistes ayant une sequence 
peptidique RGD cyclique plus stable face a la degradation enzymatique et une 
meilleure affinite et selectivite, la conformation du peptide etant maintenue dans 

10 une position privilegiee en raison de la restriction des rotations. 

Plus precisement, apres une analyse structure activite des peptides RGD, 
les inventeurs preferent tout particulierement, pour §tre dans des conditions 
favorables a un maintien de I'affinite pour I'avp3, des peptides RGD cycliques 
afin de prevenir la degradation par les enzymes (exo- et endopeptidase), avec 

15 un cycle assez court afin qu'il soit plus rigide (cycle a 5 preferable a un cycle a 
6 acides amines), avec un acide amine de configuration D. La distance entre 
les carbones p de I'acide aspartique et de I'arginine est typiquement inferieure a 
6,6 A pour avoir une selectivite plus importante pour I'avp3 que pour I'allbp3 
(dont le site est plus large que celui de I'avp3). Un acide amine hydrophobe 

20 voisin de I'acide aspartique favorise en outre une meilleure selectivite. Une telle 
structure est optimale pour une bonne exposition des fonctions hydrophobes et 
hydrophiles dans le site du recepteur. Les inventeurs preferent en particulier le 
peptide cyclo(Arg-G!y-Asp-Dphe-Val) aussi note cyclo(RGDfV), les lettres 
minuscules indiquent une configuration D de I'acide amine correspondant. II 

25 presente un IC 50 de I'ordre du nanomolaire (2 - 2,5nM). Ce peptide est 
particulierement interessant pour la fonction amine laterale de la lysine qui peut 
reagir avec un derive FR. Sa synthese est decrite dans X. Dai, Z. Su, J.O. Liu ; 
Tetrahedron Letters (2000), 41, pp6295-6298. 
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Peptide 



II permet le couplage a des USPIO (particules fonctionnalisees) 
fonctionnalises notamment COOH, squarate ou isothiocyanate. Les inventeurs 
ont eu a surmonter les difficultes techniques liees au choix des protections des 
acides amines, au choix du milieu de couplage. 

On pourra utiliser aussi des composes presentant une conformation de 
flexibility restreinte, ces peptides ayant une bonne affinite et selectivity pour 
avp3 : 

- Des peptides dont le motif RGD est place entre deux cysteines, I'activite 
pour I'avp3 augmentant, par exemple (cyclo(CRGDC)). 

- Des peptides dont le groupement RGD n'est pas dans le cycle mais 
encadre par deux cycles dont au moins I'un d'entre eux etait forme par un pont 
disulfure entre 2 cysteines (WO 02/26776). 

On pourra utiliser aussi : 

- des biovecteurs polypeptides choisis de maniere telle qu'ils interagissent 
in vivo avec au moins une enzymes notamment MMP, cette interaction 
conduisant a une liaison plus forte avec une proteine cible ; 

- des biovecteurs comprenant un site de clivage enzymatique, le cltvage 
entramant une modification de conformation ; 

- des biovecteurs derives d'anticorps comme le LM609 (Nature Medicine, 
vol 4, 5, mai 1998, 623) 

- des biovecteurs mimant les peptides RGD ayant une structure de type 
quinolone, benzodiazepine. 
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L'invention concerne aussi des produits (111) dont le biovecteur est un 
peptidomimetique du peptide RGD, approprie pour des applications en 
oncologie. On pourra utiliser : 

- des peptides avec substitution d'une ou deux liaisons peptidiques par 
5 des liaisons thioamides (CSNH) ou par des groupements cetomethylene 

(COCH 2 ) dans la mesure ou les substitutions n'induisent pas de 
changement de conformation importante ; 

- des peptides (EMD 121974 aussi appele Cilengitide : cyclo(RGDf- 
N(Me)V), qui presentent une N-methylation de chacun des acides amines 

10 du peptide cyclique (RGDfV), ce peptide presentant une tres forte affinite 

(IC 50 = 0,58nM) et une selectivity tres importante (1500 fois plus 
importante que pour I'allbp3) ; 




- des peptides possedant la sequence suivante cyclo(Xaa-Yaa-GD- 
Mamb), le groupement Mamb etant le N-aminomethyl acide benzo'ique. II 
est demontre que les DXaa-N-MeArg sont des antagonistes tres actifs de 
l'allbp3 alors que les antagonistes LXaa-Arg sont selectifs de I'<xvp3 ; 




Mamb 



20 -le peptide cyclique (RGDD(tBuG)Mamb) presentant une affinite 

tres importante pour I'avp3 (IC50 = 0,6nM contre 14 uM pour allbp3) due 
au caractere hydrophobe de I'acide amine voisin de I'acide aspartique et 
au groupement Mamb qui rend le peptide moins flexible en solution 
aqueuse ; 

25 -le peptide XJ735 (DUPONT) possedant le groupement: 

cyc!o(ARGD-Mamb). Celui-ci permet d'inhiber la fixation du fibrinogene 
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au recepteur avp3 (IC 50 = 70 nM) mais ne bloque pas les autres 
integrines (txvp5, a5p1) ; 

- des peptides obtenus en introduisant differents groupements a la 
place de Dphe-Val (ou fV) dans le peptide de reference RGDfV. 

r?^ -v4o r9£ 

o o : o o : 

(S)-ANC (R)-ANC BTD Spiro 

Ces groupements ont ete synthetises pour mimer le repliement pil' 
mais aussi pour reduire la flexibilite dans la region de rotation y. L'agent 
le plus actif est le cydo(RGD-(R)-ANC) (IC 50 = 0,8nM). On peut aussi y 
introduce des sucres X a la place de ces deux acides amines (fv) dans la 
sequence cyclo (RGDX) (Lohof E.et al; Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 
(2000), 39 (15), pp. 2761-2764) ; 

- des peptides avec introduction d'une double liaison dans le cycle 
(Kawaguchi, et al, Biochemical and Biophysical Research 
Communications (2001), 288(3), pp. 711-717) ; 




- des peptides decrits dans Chemlibrary.bri.nrc.ca. 

L'invention concerne aussi des produits (III) dont le biovecteur est une 
molecule non peptidique, ciblant I'integrine avp3, appropriee pour des 
applications en oncologie. On pourra utiliser les composes du tableau suivant, 
dont I'affinite nanomolaire est demontree. 
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Benzamide 




SC 68448 

Et autres composes du document WO 01/97861 
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et autres composes du document WO 9952896 
Coeur heteropentacvcle 




et autres composes du document Lohof et al., Angew. Chem. Int. Ed. Eng 2000, 
39(15), pp. 2761-2764 




et autres composes a base d'acetylthiophene du document WO 0000486, 




SG 545 




XT 199 
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(et les composes SG256, SM256, XJ735 de Dupont Pharmaceuticals) 



NH ll^fJ O 



L,/ H " H A» 

H 

et analogues du document WO 0003973 



.COjH 
NHC0 2 Bn 




I 

et autres composes a groupe pyrrothlne 
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On pourra aussi utiliser des biovecteurs cites dans les documents 
US 6 537 520 (biovecteurs ciblant ccvp3 surexprime lors de I'angiogenese) et 
WO 01/198294 (coeur indazole). On pourra dans certains cas utiliser plusieurs 
biovecteurs differents dans un meme compose pour augmenter les chances 
d'atteindre une meme cible. par exemple un peptide RGD et une 
benzadiazepine pour I'cxvp3. En plus des biovecteurs de type RGD ou 
equivalents fonctionnels cites ci-dessus, on pourra utiliser les composes 
inhibiteurs de MMP suivants, sachant que la description detaillee donne des 
protocoles experimentaux qui permettent de finaliser un criblage in vitro ou in 
vivo : 

- des peptides, peptidomimetiques, non peptides fonctionnellement 
equivalents, efficaces sur le plan diagnostique ou therapeutique, choisis 
parmi les inhibiteurs commercialises, notamment des catalogues 2002 
de Bachem, Amersham ; 

- des inhibiteurs decrits dans les documents WO 01/60416, WO 
01/60820, WO 2001/92244, EP 558 635, EP 663 823 ; 

- des inhibiteurs de type hydroxamates, pyrrolidines hydroxamates, 
hydroxamates bicycliques, cyclobutyl hydroxamates, succinyl 
hydroxamates, sulfonamides hydroxamates, alanine hydroxamates, tels 
que decrits dans les documents EP 793 641, EP 766 665, EP 740 655, 
EP 689 538, EP 575 844, EP 634 998, WO 99/29667, EP 965 592, EP 
922 702, WO 99/52889, WO 99/42443, WO 01/60416 (Dupont ; en 
particulier de formules la et lb) ; 

- des inhibiteurs a base d'acide phosphinique tels que decrits dans 
les documents EP 725 075, US 5 679 700, WO 98/03516, EP 716 086, 
WO 2000 74681, WO 2000 04030 ; 

- des inhibiteurs a base d'imides cycliques (US 5 854 275) ; 

-des inhibiteurs a base de sulfonamides tricycliques (WO 2000 
06561) ; 

- des inhibiteurs a base d'acide oxobutyrique ; 

- des derives de TIMPS (Bioconjugate Chem, 2001 ,12, 964-971). 
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Toujours dans le domaine oncologique, des composes (III) dont le 
biovecteur est a base de phosphonates ou de bisphophonates sont tres utiles 
pour le cancer des tissus osseux. Ces composes sont aussi utiles pour des 
maladies associees a des problemes osseux, dues a des problemes d'immunite 
(maladies auto-immunes comme 1'arthrite rhumatoide), a des maladies 
metaboliques (osteoporose...), des maladies infectieuses. 

Dans ces composes, le biovecteur est, par exemple, un biovecteur decrit 
dans le document WO 02/062398. On peut aussi utiliser un bisphosphonate 
decrit dans les brevets US 6 534 488. US 6 509 324, un bisphosphonate 
commercialise tel que etidronate, clodronate, pamidronate, alendronate, 
ibandonate, YH 592, EB-1053 et analogues. 

C) Domaine des maladies inflammatoires et degeneratives 

On ciblera notamment des biovecteurs ligands de recepteurs localises sur 
les macrophages tels que les recepteurs SRA (Scavenger Receptor), les 
recepteurs Fc (US 2002/58284). 

La progression de I'atherosclerose implique la captation des LDL puis leur 
oxydation au niveau des plaques. La phagocytose de ces LDL oxydees par les 
macrophages est mediee par un ensemble de recepteurs regroupes sous 
I'appellation de recepteurs eboueurs ou scavenger (SR). Cette famille de 
proteines membranaires joue done un role majeur dans la transformation 
progressive des macrophages en cellules spumeuses. Les SR sont des 
proteines de surface membranaire capables de fixer les cellules senescentes 
ainsi que les lipoproteines modifiees chimiquement ou biologiquement. Les 
principaux groupes de SR se classent en differentes classes : 

1/ Les SR de classe A : type I, type II et MARCO 

2/ Les SR de classe B : type I, type II et CD36 

3/ Les SR de classe D : CD68 

4/ Les SR de classe E et F « lectin-like » : LOX-1 

5/ Les SR recents non classes : SR-PSOX. 

Comme rappele dans le document US A 2002/0127181 et dans De 
Winther et al., ATVB 2000 ; 20: 290-297 ; Kunjathoor et al., J Biol. Chem. 2002 ; 
277 : 49982-49988, le recepteur SRA est surexprime par les macrophages lors 
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de maladies cardiovasculaires (atherosclerose, plaque d'atherome, maladie des 
arteres coronaires, thrombose, ischemie, infarctus du myocarde ...). L'utilisation 
de produits selon I'invention pour le ciblage de SRA associe a ces pathologies 
fait partie de I'invention. 

5 

L'invention couvre ainsi egalement, pour le diagnostic et/ou le traitement 
de maladies inflammatoires, des particules complexees par des composes de 
formuie (I) associes : 

1 ) a des biovecteurs ciblant le SR, notamment : 
10 1a) des biovecteurs decrits dans les documents US 6 255 298, 

US 6 458 845, WO 00/06147, WO 00/03704 ; 

1b) des lipoproteines modifiees notamment des LDL acetyles (acLDL ; 
Gurudutta et al., Nucl. Med. Biol. 2001 28: 235-24) et des LDL oxides (oxLDL) ; 

1c) des ligands AcLDL, OxLDL, LPS decrits dans Esbach et al., 
15 Hepatology, 199318: 537; De Rijke et al., J. Biol. Chem, 1994, 269: 824; Van 
Oosten et al., Infect. Immun. 1998, 66 : 5107 ; Bijsterbosch et al., Nucleic Acids 
Res. 1997 25 : 3290; Biessen et al, Mol. Pharmacol. 53: 262, 1998 

1d) des peptides cribles par phage display capables de se lier au 
recepteur SR-AI ; 

20 2) a des biovecteurs ciblant des recepteurs aux folates (ces 

recepteurs aux folates sont surexprimes dans les macrophages actives) pour 
une utilisation dans des pathologies impliquant une activation de macrophages ; 

3) a des peptides de ciblage de plaques amyloTdes entraTnant 
notamment la maladie d'Alzheimer (par exemple decrits dans WO 01/74374, 

25 US 6 329 531); 

4) a des biovecteurs de type CSF (GCSF, GM-CSF...) decrits par 
exemple dans le brevet US 6 491 893 ; 

5) a des anticorps ou des fragments d'anticorps ciblant des 
recepteurs surexprimes sur les macrophages (CD68, MRP8-14 ...). 

30 

Dans le domaine des maladies inflammatoires, les inventeurs ont en 
particulier utilise comme biovecteur la phosphatidylserine ou un derive de la 
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phosphatidylserine, pour une utilisation dans le diagnostic de maladies liees 
aux macrophages. 

La phosphatidylserine (PS) est un phospholipide membranaire, 
principalement localise sur la face interne de la cellule cote cytoplasmique. Sa 
5 charge globale negative stabilise sa polarite et I'empeche de diffuser au travers 
de la membrane plasmique. La PS sert de signal de reconnaissance pour le 
macrophage. La nature de ce signal reste encore inconnue (reconnaissance 
directe, densite de charges, recepteurs multiples, recepteur unique inductible). 
D'apres les derniers travaux publies, il s'agirait d'une interaction directe PS et 

10 recepteur a la PS (PSR) apres induction de ce recepteur a la surface de 
certains macrophages presents dans la zone en rupture d'homeostasie. Chez 
certaines cellules macrophagiques, la PS interagit egalement avec les 
scavengers recepteurs via leur site d'attache pour les phospholipides 
anioniques. La PS est exprimee au niveau de la face interne de la membrane 

15 de toutes les cellules viables. En cas de souffrance cellulaire ou en debut de 
processus apoptotique, une translocase membranaire provoque un 
basculement de la PS sur la face extracellulaire de la cellule. Cette expression 
extracellulaire constitue un signal de reconnaissance pour les macrophages qui 
reconnaissent et phagocytent la cellule en souffrance evitant ainsi une 

20 inflammation locale. 

Les inventeurs ont prepare un agent de contraste lie a la PS ou derive, 
destine a etre activement capte par les macrophages afin d'imager ces diverses 
pathologies. Plusieurs difficultes techniques chimiques ont ete surmontees, afin 
de preparer les biovecteurs PS suivants, le chelate etant couple sur la fonction 

25 NH2 libre : 
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Afin de controler parfaitement la structure des produits finaux, il a ete 
• necessaire de preparer des derives de PS correctement fonctionnalises. La 
presence d'un residu amino-acide sur la partie polaire de la PS est une source 
de difficultes supplementaires qu'il a fallu gerer en pratiquant une chimie de 
protection/deprotection des fonctions amine et acide libres et/ou en utilisant des 
methodes chimiques compatibles avec ces fonctions. Les groupes protecteurs 
du residu amino-acide sont les groupements classiques utilises en chimie des 
amino-acides (Boc, tBu, Z, Bn...). Les fonctions preferees pour assurer la 
liaison entre la PS et la particule superparamagnetique sont NH 2 , COOH, SH. 

Les inventeurs ont en outre prepare des produits vectorises dans lesquels 
la phosphatidylserine est depourvue d'au moins une des chaTnes grasses, 
I'affinite n'etant pas alteree de maniere genante. 

En plus de ceux deja cites plus haut dans la presente demande dans les 
domaines, on pourra aussi utiliser : 

1) Les biovecteurs decrits dans les documents WO 01/97850 (cibfant des 
recepteurs VEGF et angiopoietine), US 6,372,194 (polymere tel que 
polyhystidine), WO 2001/9188 (polypeptide ciblant la fibrine), WO 01/77145 
(peptide de cibage d'integrines), WO 02/26776 (peptide de ciblage d'integrine 
avp3), WO 03/062198 (peptides de ciblage de metalloproteases MMP), 
WO 99/40947 (peptides ciblant par exemple le recepteur KDR/Flk-I dont R-X-K- 
X-H et R-X-K-X-H, ou les recepteurs Tie-1 e 2), WO 02062810 et Muller et al, 
Eur. J. Org. Chem, 2002,3966-3973 (glycosides de sialyl Lewis), WO 02/40060 
(antioxydants tels que I'acide ascorbique), US 6,524,554 (ciblage de la tuftsine), 
WO 02/094873 (ciblage de recepteurs a proteine G GPCR, en particulier la 
cholecystokinine), US 6,489,333 (association antagoniste d'integrine et mime 
de la guanidine), US 6,511,648 (quinolone ciblant avp3 ou 5), 
US A 2002/0106325, WO01/97861 (benzodiazepines et analogues ciblant des 
integrines), biovecteur de ciblage d'integrine dont a5pi, WO 01/98294 
(imidazoles et analogues), WO 01/60416 (inhibiteurs de MMP, notamment des 
hydroxamates), WO 02/081497 (peptides de ciblage d'avp3 tels que 
RGDWXE), WO 01/10450 (peptides RGD), US 6,261,535 (anticorps ou 
fragments d'anticorps (FGF, TGFb, GV39, GV97, ELAM, VCAM, inductible par 
TNF ou IL), US 5 707 605 (molecule de ciblage modifiee par interaction avec sa 
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cible), WO 02/28441 (agents de ciblage de depots amyloTdes), WO 02/056670 
(peptides dives cathepsines), US 6,410,695 (mitoxantrone ou quinone), US 
6,391,280 (polypeptides ciblant des cellules epitheliales), US 6,491,893 
(GCSF), 

US 2002/0128553, WO 02/054088, WO 02/32292, WO 02/38546, 
WO20036059, US 6,534,038, WO 99/54317 (inhibiteurs de cysteines 
proteases), WO 0177102, EP 1 121 377, Pharmacological Reviews (52, n°2, 
179 ; facteurs de croissance PDGF, EGF, FGF...), Topics in Current Chemistry 
(222, W. Krause, Springer), Bioorganic & Medicinal Chemistry (11, 2003, 1319- 
1341 ; derives tetrahydrobenzazepinones ciblant avB3). 

2) Les inhibiteurs d'angiogenese, notamment ceux testes en essais 
cliniques ou deja commercialises, notamment : 

- les inhibiteurs d'angiogenese impliquant des recepteurs FGFR ou 
VEGFR tels que SU101, SU5416, SU6668, ZD4190, PTK787, ZK225846, des 
composes azacycles (WO 00244156, WO 02059110) ; 

- les inhibiteurs d'angiogenese impliquant des MMP tels que le BB25-16 
(marimastat), le AG3340 (prinomastat), le solimastat, le BAY1 2-9566, le 
BMS275291, le metastat, le neovastat ; 

- les inhibiteurs d'angiogenese impliquant des integrines tels que le 
SM256, le SG545, des molecules d'adhesion bloquant le EC-ECM (tels que le 
EMD 121-974, ou la vitaxine) ; 

- des medicaments a mecanisme d'action antiangiogenese plus indirect 
tels que le carboxiamidotriazole, le TNP470, la squalamine, le ZD0101 ; 

- les inhibiteurs decrits dans le document WO 99/40947, les anticorps 
monoclonaux tres selectifs pour la liaison au recepteur KDR, les analogues de 
la somatostatine (WO 94/00489), les peptides de liaison a la selectine (WO 
94/05269), des facteurs de croissance (VEGF, EGF, PDGF, TNF, MCSF, 
interleukines); des biovecteurs de ciblage de VEGF decrits dans Nuclear 
Medicine Communications ,1999, 20 ; 

- les peptides inhibiteurs du document WO 02/066512. 
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3) Des biovecteurs capables de cibler des recepteurs : CD36, EPAS-1 , 
ARNT, NHE3, Tie-1, 1/KDR, Flt-1, Tek, neuropiline-1 , endogline, pleientropine, 
endosialine, Axl., alPi, a2ssl, a4P1 , a5pl, eph B4 (ephrine), recepteur laminine 
A, recepteur neutrophiline 65, recepteur leptine OB-RP, recepteur chimiokine 

5 CXCR-4 (et autres recepteurs cites dans le document WO99/40947), LHRH, 
bombesine/GRP, recepteurs gastrine, VIP, CCK, Tln4. 

4) Des biovecteurs de type inhibiteurs de tyrosine kinase. 

10 5) Les inhibiteurs du recepteur GPIIb/llla connus choisis parmi : 

(1) le fragment fab d'un anticorps monoclonal du recepteur 
GPIIb/llla, Abciximab (ReoPro™), 

(2) les petites molecules peptidiques et peptidomimetiques 
injectees en intraveineuse telles que I'eptifibatide (Integrilin™) et le 

is tirofiban (Aggrastat™). 

6) Des peptides antagonistes de recepteurs au fibrinogene (EP 425 212), 
des peptides ligands de recepteurs llb/llla, des ligands du fibrinogene, des 
ligands de la thrombine, des peptides capables de cibler la plaque d'atherome, 

20 les plaquettes, la fibrine, des peptides a base d'hirudine, des derives a base de 
guanine ciblant le recepteur llb/llla. 

7) D'autres biovecteurs ou fragments biologiquement act'rfs de biovecteurs 
connus de I'homme du metier comme medicaments, a action anti-thrombotique, 

25 anti-agregation plaquettaire, antiatherosclerotique, antirestenotique, anti- 
coagulante. 

8) D'autres biovecteurs ou fragments biologiquement actifs de biovecteurs 
ciblant avp3, decrits en association avec des DOTA dans le brevet 

30 US 6 537 520, choisis parmi les suivants : mitomycine, tretinoine, ribomustine, 
gemcitabine, vincristine, etoposide, cladribine, mitobronitol, methotrexate, 
doxorubicine, carboquone, pentostatine, nitracrine, zinostatine, cetrorelix, 
letrozole, raltitrexed, daunorubicine, fadrozole, fotemustine, thymalfasin, 
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sobuzoxane, nedaplatin, cytarabine, bicalutamide, vinorelbine, vesnarinone, 
aminoglutethimide, amsacrine, proglumide, elliptinium acetate, ketanserin, 
doxifluridine, etretinate, isotretinoine, streptozocine, nimustine, vindesine, 
flutamide, drogenil, butocin, carmofur, razoxane, sizofilan, carboplatine, 
5 mitolactol, tegafur, ifosfamide, prednimustine, picibanil, levamisole, teniposide, 
improsulfan, enocitabine, lisuride, oxymetholone, tamoxifen, progesterone, 
mepitiostane, epitiostanol, formestane, interferon-alpha, interferon-2 alpha, 
interferon-beta, interferon-gamma, colony stimulating factor-1, colony 
stimulating factor-2, denileukin diftitox, interleukin-2, leutinizing hormone 
10 releasing factor. 

9) certains biovecteurs ciblant des types particuliers de cancers, par 
exemple des peptides ciblant le recepteur ST associe au cancer colo-rectal, ou 
le recepteur tachykinine. 

15 1 0) des biovecteurs utilisant des composes de type phosphines. 

11) des biovecteurs de ciblage de P-selectine, E-selectine ; par exemple 
le peptide de 8 acides amines decrit par Morikawa et al, 1996, 951, ainsi que 
differents sucres. 

20 

12) I'annexine V ou des biovecteurs ciblant les processus apoptotiques. 

13) tout peptide obtenu par des technologies de ciblage telles que le 
phage display, modifie eventuellement par des acides amines non naturels 

25 (http//chemlibrary.bri.nrc.ca), par exemple des peptides issus de banques 
phage display: RGD, NGR, CRRETAWAC, KGD, RGD-4C, XXXY*XXX, 
RPLPP, APPLPPR. 

14) d'autres biovecteurs peptidiques connus de ciblage de plaques 
30 d'atherome cites notamment dans le document WO 2003/014145. 

1 5) des vitamines. 
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16) des ligands de recepteurs hormonaux dont les hormones et les 
steroides. 

17) des biovecteurs ciblant des recepteurs opioTdes. 

18) des biovecteurs ciblant des recepteurs TKI. 

19) des antagonistes LB4 et VnR. 

20) des composes nitriimidazoles et benzylguanidines. 

21) des biovecteurs rappeles dans Topics in Current Chemistry, vol.222, 
260-274, Fundamentals of Receptor-based Diagnostic Metallopharmaceuticals, 
notamment : 

- des biovecteurs de ciblage de recepteurs peptidiques surexprimes dans 
les tumeurs (recepteurs LHRH, bombesine/GRP, recepteurs VIP, recepteurs 
CCK, recepteurs tachykinine par exemple), notamment les analogues de 
somatostatine ou de bombesine, des peptides derives octreotide eventuellement 
glycosyles, les peptides VIP, les alpha-MSH, les peptides CCK-B ; 

- des peptides choisis parmi : des peptides cycliques RGD, fibrine-chame 
alpha, CSVTCR, tuftsine, fMLF, YIGSR (recepteur : laminine). 

22) des oligosaccharides, des polysaccharides et des derives d'oses, des 
derives ciblant Glu. 

23) des biovecteurs utilises pour des produits de type smart. 

24) des marqueurs de la viabilite myocardique (tetrofosmine et 
hexakis2metoxy-2methylpropylisonitrile). 

25) des traceurs du metabolisme des sucres et des graisses. 
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26) des ligands de recepteurs de neurotransmetteurs (recepteurs D, 5HT, 
Ach, GABA, NA). 

27) des oligonucleotides. 

5 

28) le facteur tissulaire. 

29) des biovecteurs decrits dans WO 03/20701, en particulier le PK11195 
ligand du recepteur peripherique aux benzodiazepines. 

10 

30) des peptides liant la fibrine, notamment les sequences peptidiques 
decrites dans WO 03/1 1115. 

31) des inhibiteurs d'agregation de plaques amyloTdes decrits dans 
15 WO 02/085903. 

32) un biovecteur de type fluorochrome utilisable en imagerie optique. 

Le cas echeant, on fera varier la longueur du linker L du compose (I) pour 
20 optimiser la biodistribution du compose (III) et/ou favoriser sa reconnaissance 
specifique par la cible biologique. 

PARTICULES FINALES 

Dans le cadre de I'invention, on privilegie notamment les particules 
25 finales, complexees et eventuellement couplees au(x) biovecteur(s) dont le 
diametre hydrodynamique global est compris entre 5 nm et 200 nm, de 
preference compris entre 5 et 60 nm. 

Les compositions de particules magnetiques (p), eventuellement 
couplees aux biovecteurs sont generalement sous forme d'une suspension 
30 aqueuse eventuellement en presence d'un solvant organique miscible dans 
I'eau tel que le DMSO, I'acetone ou le methanol, les suspensions 
biocompatibles etant particulierement preferees. 
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Selon une variante privilegiee de 1'invention, les compositions de 
particules magnetiques acides (p) complexees et eventuellement couplees a 
des biovecteurs comprennent un ou plusieurs vehicule(s) et/ou additif(s) 
pharmaceutiquement acceptables. Dans ce cadre, les compositions steriles 
sont particulierement preferees. 

PROCEDE DE PREPARATION DES PARTICULFS 

Selon un autre aspect, I'invention a pour objet un procede de preparation 
de nanoparticules magnetiques (p) acides dont au moins 90% des sites 
protones sont complexes par un ou plusieurs composes gem-bisphosphonates 
identiques ou differents de formule (I), les fonctions X etant susceptibles d'etre 
couplees a au moins au biovecteur, ledit procede comprenant la mise en 
contact d'une solution acide de particules magnetiques acides (p) a base d'un 
compose du fer, avec des composes de formule (I) tels que definis 
precedemment en quantite suffisante et la recuperation des particules 
complexees obtenues. 

Selon un autre aspect, I'invention a pour objet un procede de preparation 
d'une composition d'une composition de nanoparticules magnetiques 
complexees par des composes (I) et recouvertes de biovecteurs, comprenant 
les etapes successives consistant a : 

i) mettre en contact une solution acide de particules magnetiques 
acides (p) a base d'un compose du fer avec des composes de formule (I) tels 
que definis precedemment en quantite suffisante, et recuperation des particules 
complexees obtenues ; 

ii) realiser le couplage de tout ou partie des fonctions X des 
composes de formule (I) complexes a la surface des particules magnetiques (p) 
avec des biovecteurs. 

De preference, I'etape i) comprend les etapes i1) et i2) suivantes : 

ii) preparer une solution acide de particules magnetiques acides (p) 

a base d'un compose du fer ; 

i.2) mettre en contact la solution du i.1) avec des composes de 

formule (I) tels que definis precedemment en quantite suffisante, et 

recuperation des particules complexees obtenues. 
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Selon un mode de realisation prefere du procede selon I'invention, le 
. ferrofluide acide mis en oeuvre a I'etape i) comprend des particules 
magnetiques a base de ferrite, de preference de maghemite ou de magnetite. 
Generalement, I'etape i) est realisee en milieu aqueux, eventuellement en 
5 presence d'un solvant miscible dans I'eau, tel que le DMSO, I'acetone ou le 
methanol, a un pH acide, de preference a un pH de 1 a 3. 

Sans vouloir se limiter a une quelconque theorie, lors de I'etape de 
complexation de particules magnetiques (p), les sites initialement protones des 
particules magnetiques (p) interagissent avec Pextremite firem-bisphosphonate 
10 des composes de formule (I) via I'expulsion de protons tel que decrit notamment 
dans la publication de N. Fauconnier et al. : Prog. Colloid Polym. Sci. (1996), 
100, pp. 212-216. Les sites protones des particules magnetiques acides (p) 
peuvent done etre consideres comme des « points d'accroche ou sites de 
fixation » des fonctions gem-bisphosphonates des composes de formule (I) a la 
15 surface de la particule magnetique. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere, on opere en 
presence d'une quantite allant de 1 a 3 equivalents molaires par rapport au 
nombre de moles de sites hydroxyles protones a la surface de la surface de la 
particule (p), de maniere a complexer au moins 70% et, de preference, plus de 
20 90% des sites protones de la particule magnetique (p). Ceci represente, en 
general, environ 40 a 200 composes de formule (I) par particule selon la faille 
de celle-ci, le nombre de sites protones en surface etant proportionnel a la 
surface de la particule magnetique acide (p). 

De maniere avantageuse, revaluation du taux de greffage qui definit le 
25 rapport du nombre de moles des composes de formule (I) au nombre de moles 
de sites protones de la particule magnetique acide (p) peut etre aisement 
determinee par des methodes conventionnelles telles que I'analyse elementaire 
C, P, Fe. En effet, la particule magnetique acide (p) avant greffage du compose 
(I) ne comporte aucun atome de phosphore, ni de carbone. Or, apres le 
30 greffage des composes (I) a la surface de la particule, la determination du ratio 
phosphore/fer permet de connaitre le nombre de mole de compose (I) greffe sur 
la particule magnetique acide (p). 
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Par ailleurs, le nombre de sites protones par particule magnetique est 
accessible selon les techniques classiques connues de Phomme du metier, telle 
que la conductimetrie et les dosages acido-basiques. 

De par ces outils analytiques, il est possible d'ajuster la quantite de 
compose de formule (I) en fonction du taux de greffage qu'on souhaite obtenir 
in fine. 

Avantageusement, ce procede permet done de controler le greffage de la 
particule magnetique (p) par les composes de formule (I). 

Contre toute attente, de facon particulierement avantageuse par rapport a 
I'art anterieur qui n'utilisait pas de particules acides, les inventeurs ont de plus 
montre que, contrairement au cas d'un greffage sur des particules alcalines, la 
particule magnetique acide (p) greffee de composes de formule (I) est le plus 
souvent stable dans une gamme de pH allant de 3 a 12, et notamment au pH 
physiologique, ce qui constitue un avantage majeur pour realiser le couplage 
ulterieur de biovecteurs, dont notamment de proteines ou d'anticorps sans les 
degrader ou les denatures 

Cette propriete n'etait pas evidente lorsqu'on sa'rt que, de facon generate, 
le greffage d'un agent complexant, quel qu'il soit, a la surface d'une particule 
modifie la charge superficielle des particules et done leur zone de stabilite en 
fonction du pH et de la force ionique. 

De fagon inattendue, les inventeurs ont observe en outre une tres bonne 
selectivity entre la fonction gem-bisphosphonate et la fonction reactive X : 
seules les fonctions gem-bisphosphonates sont complexees a la surface de la 
particule magnetique. 

Avantageusement, contrairement a I'art anterieur, I'isolement des 
particules magnetiques complexees ne requiert pas d'etapes de purifications 
laborieuses, par exemple par dialyse ou traitement sur une resine. 

Apres complexation, les particules magnetiques acides (p) complexees 
par les composes de formule (I) forment un floculat qui peut etre, selon un 
mode preferentiel, isole du milieu reactionnel par simple decantation 
magnetique. 
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Prealablement a I'etape (ii), on procede de preference a plusieurs lavages 
a I'eau du floculat recupere de maniere a eliminer les composes de formule (I) 
en exces n'ayant pas reagi. 

A Tissue de I'etape (i), le floculat recupere est generalement mis en 
5 suspension dans une solution aqueuse de pH compris entre 6 et 7, ceci 
conduisant a la desagregation du floculat (peptisation) et a I'obtention d'une 
solution colloTdale. 

Selon un mode de realisation prefere, on realise prealablement une etape 
consistant a suspendre le floculat forme a I'etape (i) dans une solution aqueuse 
10 de pH basique compris entre 1 0 et 1 1 , avant de revenir a un pH compris entre 6 
et 7. Ce traitement a pH basique vise, en effet, a renforcer la liaison du 
compose gem-bisphosphonate a la surface de la particule magnetique acide 
(P). 

Selon un aspect avantageux, les particules magnetiques acides (p) 
15 complexees par les composes gem-bisphosphonates, obtenues a Tissue de 
I'etape (i) sont tres peu polydispersees et presentent un profil en "taille 
hydrodynamique" tres proche du ferrofluide acide de depart. Cette etape de 
complexation n'entraTne done aucun phenomene d'agregation, ce qui permet de 
s'affranchir de toute etape de filtration supplemental. 
20 Selon un autre aspect avantageux, les particules magnetiques 

complexees par les composes gem-bisphosphonates sont obtenues avec de 
tres bons rendements en fer, generalement compris entre 70 et 95 %. 

Les particules magnetiques acides (p) greffees par des composes de 
formule (I) sont avantageusement stables au pH physiologique en presence, 
25 eventuellement, d'un solvant, ce qui permet de realiser le couplage des 
biovecteurs directement en milieu ferrofluide. 

L'art anterieur ne suggerait nullement de greffer des composes gem- 
bisphosphonates sur des particules acides. 

Selon un autre aspect avantageux, la fonction reactive X du compose de 
30 formule (I) greffee a la surface de la particule possede une tres bonne reactivite 
vis-a-vis des biovecteurs, et permet d'obtenir des rendements de couplage 
eleves. Ceci permet done de diminuer les pertes en biovecteurs utilises et de 
diminuer ainsi le cout de la particule magnetique specifique obtenue in fine. 
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Un autre aspect particulierement avantageux est la determination du taux 
de couplage du biovecteur sur la particule magnetique (p) greffee par des 
composes de formule (I). En effet, la composition determinee par analyse 
elementaire (C, P, Fe) de la particule magnetique (p) greffee par des composes 
de formule (I) permet de connaitre exactement le ratio Phosphore/Fer et 
I'analyse elementaire des particules finales sur lesquelles est greffe un 
biovecteur permet de la meme facon de determiner le ratio Azote/Phosphore ou 
Carbone/Phosphore, ce qui permet de calculer le nombre de biovecteurs sur 
chaque particule. Ce type d'analyse est totalement impossible sur les particules 
magnetiques obtenues par synthese dite « de Molday » enrobees avec des 
polymeres comme le dextrane sur lesquelles ont ete greffees des molecules 
d'affinite specifique, a cause du caractere polydisperse du polymere 
d'enrobage. 

L'etape (ii) consiste a mettre en contact les particules magnetiques (p) 
cbmplexees par des composes gem-bisphosphonates avec une quantite 
suffisante de biovecteur, generalement en milieu ferrofluide, sous agitation a 
temperature ambiante pendant quelques heures, la quantite de biovecteur mise 
en ceuvre etant fixee en fonction du taux de couplage que Ton souhaite obtenir. 

A Tissue de l'etape ii), une etape de filtration peut etre realisee de maniere 
a separer les particules magnetiques (p), couplees avec des biovecteurs, des 
eventuels biovecteurs n'ayant pas reagi. 

Selon une variante preferee, les particules magnetiques (p) acides mises 
en oeuvre a l'etape (i) sont obtenues selon un procede comprenant les etapes 
consistant a : 

a) preparer une solution collo'idale de ferrofluide acide ; 

b) traiter la solution obtenue a l'etape a) par une solution d'acide 
nitrique ; 

c) isoler le flocuiat acide obtenu a l'etape b) ; 

d) realiser une peptisation. 

Les etapes a) a c) correspondent dans cette variante aux etapes i.1) et i.2) 
decrites precedemment. 
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La preparation de la solution collo'idale de ferrofluide acide realisee a 
I'etape a) est bien connue et decrite dans de nombreuses references. On 
pourra se referer notamment au brevet FR 7918842 et aux publications C. R. 
Acad. Sc. Paris (7/07/1980), t. 291 - serie C et IEE Transactions on Magnetics, 
1981, vol. MAG-17, n" 2, p. 1247. 

A titre indicatif, les ferrofluides "acides" et "alcalins" sont generalement 
obtenus par mise en contact d'une solution aqueuse contenant des sels Fe 2+ et 
Fe 3+ en des proportions appropriees avec une solution basique, en general 
I'ammoniaque. 

La peptisation ou desagregation du precipite gelatineux obtenu par une 
solution acide, generalement d'acide perchlorique ou nitrique, conduit a 
I'obtention d'un ferrofluide "acide", tandis que la peptisation par une solution 
d'hydroxyde de tetramethylammonium (TMAOH) conduit a I'obtention de 
ferrofluides "alcalins". 

Les ferrofluides "alcalins" ne conviennent pas a I'invention en ce que leur 
procede d'obtention est tel que Ton ne peut pas controler facilement leur taille 
hydrodynamique et qu'apres greffage des composes de formule (I), ils 
necessitent des etapes de purification longues et laborieuses de type dialyse ou 
filtration sur resines. En outre, le TMAOH etant toxique, I'application 
biomedical des ferrofluides alcalins resultants necessite de proceder a des 
traitements supplementaires visant a eliminer toute trace de TMAOH. 

En revanche, on peut envisager, dans le cadre de la presente invention, 
Putilisation de ferrofluides "acides" resultant de la conversion de ferrofluides 
"alcalins" selon des precedes decrits dans la litterature, notamment 
dans les publications suivantes : R. Massart, V. Cabuil (Journal de Chimie- 
Physique, 1987, 84, n°7-8, p. 967-973) ; R. Massart, CR Acad. Sc. Paris, t. 291 
(7juillet1980), serie C1. 

Selon un mode de realisation prefere du procede selon I'invention, le 
ferrofluide acide mis en ceuvre a I'etape a) comprend des particules 
magnetiques a base de ferrite, de preference de maghemite ou de magnetite. 

Dans ce cadre, on prefere particulierement les ferrofluides acides a base 
de ferrite resultant d'un traitement supplementaire par une solution de 
Fe(N0 3 ) 3 . Ce traitement supplementaire, effectue a I'issue de I'etape a), 
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permet de realiser une oxydation a coeur des particules magnetiques (p) a base 
de ferrite, et avantageusement de reduire les phenomenes de toxicite cellulaire 
lies a la presence d'ions Fe 2+ . En outre, ce traitement permet d'accroTtre la 
stabilite de la solution de ferrofluide finale obtenue a Tissue de I'etape d). 

Avantageusement, le traitement mis en oeuvre a I'etape b) permet de 
contr6ler la taille hydrodynamique des particules magnetiques obtenues a 
I'etape a). 

Ainsi, les inventeurs ont decouvert de fa?on inattendue que la taille des 
particules magnetiques obtenues a I'etape a) pouvait etre diminuee sous 
reserve d'adapter les concentrations et la duree de traitement par I'acide 
nitrique. 

De preference, on met en oeuvre a I'etape b) une solution d'acide nitrique 
de concentration comprise entre 1,5 et 4 Mole/L. En particulier, dans ce cas, le 
traitement est applique pendant une duree variant generalement de 1 heure a 
48 heures et de preference pendant une duree au moins egale a 2 H et de 
preference inferieure a 24 H. 

A Tissue de ce traitement, le floculat obtenu est isole a I'etape c) 
avantageusement par simple decantation magnetique et lave plusieurs fois 
avec un solvant organique tel que Tacetone. 

Enfin, le floculat isole a I'etape c) est mis en suspension dans un volume 
de solvant aqueux, eventuellement en presence d'un solvant organique miscible 
dans Teau permettant la peptisation, c'est-a-dire la desegregation du floculat et 
Tobtention d'une solution coIloTdale de ferrofluide acide. 

L'invention vise egalement, en tant que telles, les compositions 
comprenant des particules magnetiques acides (p) complexees par des 
composes de formule (I) et couplees a des biovecteurs, susceptibles d'etre 
obtenues par le procede comprenant les etapes (i) et (ii) . 

Selon un autre aspect, l'invention a pour objet en tant que telle une 
composition comprenant les particules magnetiques acides (p) complexees par 
des composes de formule (I), susceptible d'etre obtenue a I'etape (i) du procede 
selon l'invention. 
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Sont egalement comprises dans I'invention les compositions comprenant 
un melange de ces particules magnetiques avec les particules magnetiques 
couplees a des biovecteurs. 

APPLICATIONS 

L'invention concerne aussi des produits de contraste pour I'imagerie 
medicale par resonance magnetique qui comprennent les compositions de 
particules magnetiques acides (p) eventuellement couplees a des biovecteurs, 
eventuellement associees a un vehicule et a des additifs pharmaceutiquement 
acceptables. 

Dans le cas ou la particule n'est pas couplee a un biovecteur, la fonction X 
du compose gem-bisphosphonate est choisie de telle sorte qu'elle n'induise pas 
de reaction toxique in vivo. Dans ce cadre, on prefere particulierement que X 
represents -COOH ou -NH 2 . En I'absence de couplage a un biovecteur, les 
compositions de particules magnetiques (p) complexees aux composes de 
formule (I) peuvent, a titre d'exemple, etre utilisees comme agent de contraste 
pour I'Angiographie par IRM, ainsi que pour d'autres applications IRM. 

Les compositions de particules magnetiques (p) complexees aux 
composes de formule (I) couples a des biovecteurs sont particulierement utiles 
pour une imagerie specifique, par resonance magnetique (IRM), notamment, 
rimagerie specifique d'un organe ou d'une pathologie par resonance 
magnetique. 

En I'absence de couplage a un biovecteur, les compositions de particules 
magnetiques (p) complexees aux composes de formule (I) peuvent, a titre 
d'exemple, etre utilisees comme agent de contraste pour I'angiographie par 
IRM, ainsi que pour d'autres applications IRM non specifiques. 

Les relaxivites n et r 2 d'un produit de contraste magnetique donnent la 
mesure de son efficacite magnetique et permettent d'apprecier son influence 
sur le signal enregistre. 

Dans ce cadre, les inventeurs ont montre que les compositions de 
particules magnetiques (p) complexees par les composes gem- 
bisphosphonates presentment des relaxivites ri et r 2 tres avantageuses, 
permettant d'obtenir une forte augmentation des vitesses de relaxation des 
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protons (Ri = 1/T1 et R 2 = 1/T2). Cet effet sur les vitesses de relaxation permet 
alors d'obtenir un tres bon contraste en IRM, dans les zones ciblees. 

Dans le cas oil les particules magnetiques sont couplees a des 
biovecteurs, notamment a des ligands specifiques d'un recepteur biologique 
cible donne, les compositions de I'invention pourront etre utilisees comme 
agents de contraste pour rimagerie specifique par IRM, en particulier pour la 
caracterisation et/ou le suivi therapeutique dans de nombreuses pathologies : a 
titre indicatif, nous pouvons citer les maladies cardiovasculaires (imagerie de la 
plaque d'atherome), les cancers (tumeurs, metastases), les maladies 
inflammatoires et degeneratives (sclerose en plaque, polyarthrite rhumatoTde, 
maladie d'Alzheimer). 

Ainsi, selon un autre aspect, I'invention a pour objet une methode de 
diagnostic ou de suivi therapeutique dans laquelle on administre a un patient 
une composition comprenant des particules magnetiques acides (p) 
eventuellement couplees a au moins un biovecteur, ce qui permet de visualiser 
un organe ou une pathologie chez le patient par resonance magnetique. 

A titre d'exemple, les compositions de particules finales pour lesquelles le 
biovecteur utilise est un derive de I'acide folique, un inhibiteur de 
metalloproteases ou un anticorps, par exemple de type anti-CEA ou anti- 
mucines, pourront etre particulierement utiles comme agent de contraste IRM 
en oncologie pour la detection, la caracterisation des tumeurs et le bilan 
d 'extension de cancers (metastases). 

De la meme facon, les compositions de particules finales sur lesquelles 
sont couples des biovecteurs tels que les derives de phosphatidylserine 
permettent de cibler les maladies inflammatoires et degeneratives, les plaques 
d'atherome ou le stress. 

De la meme facon, les compositions de particules finales sur lesquelles 
sont couples des biovecteurs tels que des peptides contenant la sequence 
RGD (Arginine-Glycine-Aspartique) permettent de cibler des integrines 
exprimees au cours de I'angiogenese et dans les phenomenes de thrombose et 
inflammatoires. Elles pourront done etre utilisees pour su'rvre, par IRM, 
I'efficacite de traitement anti-angiogenique en cancerologie ou anti- 
thrombotique en cardiologie. 
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De maniere generate, I'utilisation de biovecteurs tels que les anticorps 
monoclonaux ou leurs fragments (Fab, Fab' 2 , sFv) permet d'atteindre une tres 
haute specificite in vivo pour cibler des zones pathologiques ou sont 
surexprimes les recepteurs correspondants aux anticorps utilises. 

5 De maniere avantageuse, il a ete montre que les relaxivites des 

particules (p) complexees par des composes de formule (I) et couplees avec un 
biovecteur ne sont pas alterees en comparaison aux relaxivites de 
I'intermediaire sans biovecteur. En outre, il a ete montre que I'efficacite de ces 
compositions ne depend pas de la nature du biovecteur couple sur les 

10 particules (p) complexees par des composes de formule (I). 

Les compositions de particules magnetiques couplees ou non couplees a 
des biovecteurs sont egalement utiles pour la medecine nucleaire, en utilisant 
un isotope du fer radioactif lors de la synthese. 

Selon un autre aspect, les compositions de particules magnetiques acides 

15 (p) couplees a des biovecteurs selon I'invention peuvent etre utilisees pour 
delivrer un medicament par ciblage magnetique. Dans ce cadre, les particules 
magnetiques (p) sont couplees a des biovecteurs possedant des proprietes 
pharmacologiques et/ou cytotoxiques pouvant etre eventuellement liberees 
sous Taction d'un champ radiofrequence dans la zone ciblee. 

20 L'invention a ainsi pour objet une methode de traitement therapeutique 

dans laquelle on administre a un patient necessitant un tel traitement une 
composition comprenant des particules magnetiques acides (p) couplees a au 
moins un biovecteur, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

25 Les compositions de particules magnetiques acides (p) couplees a des 

biovecteurs selon l'invention sont egalement utiles pour le traitement par 
hyperthermie de territoires pathologiques. Dans ce cadre, on choisit 
generalement un biovecteur ayant une affinite particuliere pour un recepteur 
present dans la zone ciblee et on applique un champ de radiofrequence, de 

30 preference un champ de radiofrequence alternatif exterieur, en regard de ladite 
zone ciblee. 

Les compositions de particules magnetiques (p) couplees a des 
biovecteurs selon l'invention sont egalement utiles pour le marquage cellulaire 
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et, en particulier, le marquage des cellules souches, lequel peut etre realise in 
vitro ou ex vivo. 

Ainsi, selon un autre aspect, I'invention a pour objet une methode de 
detection et/ou de separation in vitro des cellules comprenant : 

i) la mise en contact de cellules avec une composition comprenant des 
particules magnetiques acides (p) couplees a au moins un biovecteur 
capable de marquer les cellules ; et 

ii) la detection et/ou la separation des cellules marquees obtenues. 

De preference, le biovecteur est un ligand specifique d'un recepteur 
biologique exprime par les cellules a marquer. 

Dans ce cadre, un biovecteur susceptible de se lier specifiquement a un 
recepteur des cellules souches est couple sur les particules magnetiques (p). 
Les cellules souches ainsi marquees administrees a un patient, permettent 
alors de suivre, sous I'application d'un champ magnetique, le mouvement, la 
localisation et la survie des cellules exogenes par visualisation IRM. Cette 
application est particulierement utile pour detecter des pathologies liees a un 
dysfonctionnement cellulaire. 

L'invention a ainsi pour objet une methode de diagnostic de pathologies 
liees a un dysfonctionnement cellulaire, comprenant : 

i) le marquage ex vivo de cellules souches d'un patient selon la methode 

precitee ; 

ii) I'administration des cellules souches marquees audit patient ; 

ce qui permet, sous I'application d'un champ magnetique, de suivre le 
mouvement, la localisation et la survie des cellules exogenes par visualisation 
IRM et ainsi de detecter les pathologies liees a un dysfonctionnement cellulaire. 

Enfin, les compositions de particules magnetiques (p) couplees a des 
biovecteurs sont particulierement utiles pour le tri magnetique cellulaire, realise 
in vitro. Dans ce cas, le biovecteur est generalement un ligand choisi de 
maniere a differencier et/ou separer les composes portant un recepteur dudit 
biovecteur de ceux ne portant pas ledit recepteur. A titre d'exemple, le 
biovecteur peut representor une annexine specifique, ligand capable de se lier 
a la phosphatidyl serine (PS) ou la phosphatidyl ethanolamine (PE), en 
presence de Ca 2+ . Dans ce cas, I'utilisation selon l'invention permet de 
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differencier et/ou de separer les cellules presentant un etat anormal, i. e. 
capables de se lier aux particules magnetiques (p) couplees a des biovecteurs 
annexines, des cellules saines incapables de lier ces particules. 

Les termes "pharmaceutiquement acceptable" font reference a une 
composition ou une entite moleculaire ne produisant pas de reaction allergique, 
d'effets secondares ou indesirables lorsqu'elle est administree a un animal ou a 
un etre humain de facon appropriee. 

L'expression "vehicules pharmaceutiquement acceptables" peut designer 
au sens de la presente description un solvant, un milieu de dispersion, des 
agents antibacteriens et antifongiques. L'utilisation de tels milieux et agents 
releve des competences de I'homme du metier. 

A moins que les milieux ou agents conventionnels ne soient incompatibles 
avec les particules magnetiques (p) complexees par des composes de formule 
(I), et couplees a des biovecteurs, leur utilisation dans les compositions de 
diagnostique peut etre envisagee. Des ingredients actifs supplementaires 
peuvent egalement etre incorpores dans les compositions selon I'invention. 

II est entendu que, dans les methodes de traitement de I'invention, les 
compositions sont administrees en une quantite therapeutique efficace, qui peut 
etre ajustee par I'homme du metier selon la pathologie visee, I'etat du patient, 
son poids, son age, etc. 

Les compositions de I'invention sont preferablement administrees par voie 
parenteral, par voie orale, les autres voies d'administration n'etant cependant 
pas exclues, telles que par exemple I'administration par voie rectale, 
I'administration sous forme d'une injection intraveineuse etant particulierement 
preferee. 

Lorsque I'administration par voie orale est envisagee, les compositions de 
I'invention se trouvent sous la forme de gelules, comprimes effervescents, 
comprimes nus ou enrobes, sachets, dragees, ampoules ou solutes buvables, 
microgranules ou formes a liberation prolongee ou controlee. 

Lorsque I'administration par voie parenteral est envisagee, les 
compositions de I'invention se trouvent sous la forme de lyophilisats prets a etre 
reconstitues ou de solutes et suspensions injectables conditionnees en 
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ampoules ou flacons ou seringues pre-remplies, pour perfusion veineuse lente 
ou injection intra-veineuse en bolus. 

Les formes pour I'administration orale sont preparees par melange des 
particules magnetiques (p) eventuellement couplees a des biovecteurs, 
notamment a une substance active, avec differents types d'excipients ou de 
vehicules tels que des charges, des agents de delitement, des liants, des 
colorants, des agents correcteurs de gout et analogues, et puis, mise en forme 
du melange en une gelule a liberation controlee notamment. 

La solubilite aqueuse et la faible osmolalite des particules de I'invention 
permettent de preparer des solutions aqueuses isotoniques, de forte 
concentration et de viscosite acceptable pour I'injection. 

Les formes pour I'administration parenteral sont obtenues de facon 
conventionnelle par melange des particules magnetiques (p) eventuellement 
couplees a des biovecteurs avec des tampons, des agents stabilisants, des 
conservateurs, des agents solubilisants, des agents isotoniques et des agents 
de mise en suspension. Conformement aux techniques connues, ces melanges 
sont ensuite sterilises puis conditionnes sous la forme d'injections 
intraveineuses ou de lyophilisats prets a etre reconstitues dans un vehicule 
sterile pharmaceutiquement acceptable. 

Les solutions peuvent etre preparees extemporanement a partir de la 
poudre lyophilisee contenant les particules magnetiques (p) eventuellement 
couplees aux biovecteurs et eventuellement des additifs et un solvant sterile ou, 
du fait de la grande stabilite des particules magnetiques couplees aux 
biovecteurs en solution, les solutions peuvent etre fournies au radiologue en 
flacons, ampoules seringues ou poches. 

Pour la preparation de suppositoires, les particules magnetiques selon 
I'invention sont melangees de facon connue en soi a un constituant de base 
approprie tel que du polyethyleneglycol ou des glycerides hemi-synthetiques. 

Les doses unitaires seront fonction de la composition des particules 
magnetiques (p), couplees a des biovecteurs, de la voie d'administration, du 
type de diagnostic a etablir, ainsi que du patient. Les doses unitaires seront en 
general de 0,01 umole a 1 00 umole de particules magnetiques pour un homme 
de taille moyenne (75 kg). 
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Comme demontre dans les exemples, ies inventeurs ont reussi a obtenir 
des composes a ia fois stables et specifiques utilisant comme revetement des 
composes gem-bisphosphonates. II est precise que, de maniere plus large, le 
demandeur etudie des revetements capables de se lier d'une part a des 
particules magnetiques et d'autre part a au moins un biovecteur. Differents 
revetements sont etudies de formule Y1-Y2-Y3, Y1 etant au moins un groupe 
capable de se coupler a des nanoparticules, Y3 etant au moins un groupe 
capable d'interagir avec au moins un biovecteur, Y2 present ou absent etant un 
linker entre Y1 et Y3. Parmi les Y1 on etudie notamment les phosphonates, 
phosphates, bisphosphonates et analogues autres que gem-bisphosphonates, 
hydroxamates ou gem-hydroxamates. 

Dans ce qui suit, des exemples de preparation des compositions selon 
I'invention sont decrits a titre d'illustration. 

Dans les exemples qui suivent, on precise les generalites suivantes. 
Dans ce qui suit, les abreviations M, M/L, M theorique, N et M/z, ES + , ES, 
kD et CCM ont les significations suivantes : 

M ou M/L : concentration molaire (mole/litre). 
M theorique : masse moleculaire theorique. 
N : normalite. 

M/z : masse sur charge determinee par spectrometrie de masse. 

ES + : electrospray mode positif. 

ES' : electrospray mode negatif. 

TFA : acide trifluoroacetique 

kD : unite de masse moleculaire (kiloDalton) 

CCM : Chromatographie sur Couche Mince 

Z ave : diametre hydrodynamique mesure par PCS 

Poly a : polydispersite mesuree par PCS. 

La nomenclature chimique qui suit est issue du logiciel ACD/NAME 
(societe Advanced Chemistry Development Inc. Toronto, Canada), selon les 
regies IUPAC. 
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Dosage du fer total : 

Le fer est dose par spectroscopie d'absorption atomique 
(Spectrophotometre VARIAN AA10) apres mineralisation par HCI concentre et 
dilution par rapport a une gamme etalon d'ions ferrique (0, 5, 10, 15 et 20 ppm). 

Taille des particules : 

- Diametre hvdrodvnamique de la particule qreffee (Z ave) = Taille PCS : 
Determine par PCS (appareil Malvern 4700, laser 488 nm a 90°) sur un 

echantillon dilue a ~ 1 millimolaire avec de I'eau PPI filtree sur 0.22 urn. 

PCS = Photon Correlation Spectroscopy = Technique par Diffusion de 
Lumiere Dynamique - Reference : R. Pecora dans J. of Nano. Res. (2000), 2, 
p. 123-131. 

- Diametre de la particule maqnetique (d) (avant qreffaae) 

Determine par deconvolution des courbes d'aimantation (mesures 
effectuees sur un magnetometre SQUID) a differentes temperatures. 
[Reference: R.W. Chantrell dans IEEE Transactions on Magnetics (1978), 
14(5), p. 975-977. 

Determination du taux de areffaqe par microanalvse : 
Compose A : exprime en mole pour cent mole de fer total. 
Autres composes : exprime en mole pour cent mole de fer et en mole pour 
cent mole de compose A. 

Analyses structurales : 

Par spectroscopie de masse (appareil MICROMASS VG Quattro II) avec 
une source Electrospray. 

Mesures de relaxivite : 

Les temps de relaxation T1 et T2 ont ete determines par des procedures 
standards sur un appareil Minispec 120 (Bruker) a 20 Mhz (0,47T) et 37°C . Le 
temps de relaxation longitudinal T1 est mesure en utilisant une sequence 



Copied from 11560807 on 3 0/25/2006 



WO 2004/058275 



59 



PCT/FR2003/003855 



d'lnversion Recuperation et le temps de relaxation transverse T2 est mesure 
par une technique CPMG. 

Les vitesses de relaxation R1 (=1/T1) et R2 (=1/T2) ont ete calculees pour 
differentes concentrations en metal total (variant de 0.1.10" 3 a 1.10" 3 mole/L) en 
solution aqueuse a 37°C. La correlation entre R1 ou R2 en fonction de la 
concentration est lineaire, et la pente represente la relaxivite r1 (R1/C) ou r2 
(R2/C) exprimees en (1 / seconde) x (1/ mMole/L) soit (mM" 1 .s" 1 ). 



Exemole de composes de formule (i) 
Exemple 1 : Preparation du compose A : 




1) Diethvl-1-rethoxyphosphorvllvinvlphosphonate 

13 g (0,433 mole) de paraformaldehyde et 10 ml (0,097 mole) de 
diethylamine sont solubilises a chaud dans 250 ml de methanol. 24 g (8,67 10" 2 
mole) de diethyl[ethoxy(propyl)phosphoiyl]methyIphosphonate sont ensuite 
additionnes. L'ensemble est porte a reflux pendant 24 heures. Le milieu 
reactionnel est concentre sous vide. Le concentrat est repris 2 fois par 250 ml 
de toluene et est ensuite concentre sous vide. 

L'huile obtenue est solubilisee dans 125 ml de toluene. 0,14 g d'acide 
para toluene sulfonique sont ajoutes. Le melange est porte a reflux 24 heures 
avec un Dean-Stark puis est concentre a sec sous vide. 

Le produit est extrait avec 500 ml de CH 2 CI 2 puis est lave 2 fois avec 250 
ml d'eau. La phase organique est sechee sur MgS0 4 et concentree sous vide. 

Le produit brut est purifie sur 625 g de gel de silice Merck Geduran® 
(40-63 urn). Elution : CH 2 CI 2 /Acetone - 50/50 (CCM - SiO z : Rf = 0,45) 

18,4 g sont isoles avec un rendement de 71%. 

Spectre de masse : M/z = 301 ,4 (ES+) M theorique = 300,2 
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Spectre C 13 : (s) 148,8 ppm, (t) 134,8 - 131 ,.5 - 128,2 ppm, (s) 62,2 
ppm, (s) 16,7 ppm 

Spectre H 1 : (t) 6,9 - 6,8 - 6,6 ppm, (massif) 3,9 ppm, (t) 1,15 ppm. 

2) Diethyl 2-r2.2-bis(diethvlphosphorvnethyllmalonate 

1,6 g (0,01 mole) de diethyle malonate, 0,07 g (0,001 mole) d'ethylate de 
sodium et 3 g (0,01 mole) de diethyl[ethoxy(propyl)phosphoryl]vinyl- 
phosphonate sont agites 15 mn dans 15 ml d'ethanol. [CCM : Si0 2 ; eluant 
CH 2 CI 2 /Acetone 50/50 - Rf = 0,6]. 

5 ml d'une solution sature de NH 4 CI sont ajoutes a la solution 
ethanolique. L'ensemble est concentre sous vide. Le residu est extrait avec 30 
ml d'acetate d'ethyle et lave deux fois avec 5 ml d'eau. La phase organique est 
sechee sur MgS0 4 puis est evaporee a sec. 

L'huile obtenue est purifiee sur 200 g de silice Merck Geduran® 

(40-63 urn). Elution CH 2 CI 2 /Acetone 50/50 Rf = 0,6 

3,8 g sont isoles avec un rendement de 82 %. 

Spectre de masse : M/z 460,9 (ES+), M theorique = 460. 

3) Acide 4.4-diphosphonobutanoiaue 

7 g (15.7 10" 2 mole) de diethyl2-[2.2-bis (diethylphosphoryl) ethyl] 
malonate sont portes a reflux pendant 8 heures dans 350 ml d'HCI [5N]. 

L'huile brune obtenue est purifiee sur 60 g de gel de silice 60 silanisee 
(0,063-0,200 mm) avec une elution eau [suivi HPLC]. 

3.6 g sont isoles avec un rendement de 92 %. 

Spectre de masse : M/z 249 (ES+), M theorique = 248 
HPLC : Colon ne : Hypercarb® 250 X 4 mm Detection : 202 nm 
Eluant Isocratique 99/1 : H 2 S0 4 0,034 N / CH 3 CN - Tr = 8 min 

Exemples 2 a 7 : Preparation de biovecteurs 
Exemple 2 : Preparation du compose B : 

1) Ethvl-2.5-dioxo-2.5-dihvdro-1 H-pyrrole-1 -carboxylate 

9.7 g (0,1 mole) de maleimide sont solubilises dans 50 ml d'acetate 
d'ethyle et 1,1 ml de N-methyl morpholine a 5°C. 
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1,1 ml d'ethyle chloroformate est additionne goutte a goutte. L'ensemble 
est agite 1 /2 heure. L'insoluble est elimine par filtration. Le filtrat est lave avec 50 
ml d'eau. La phase organique est sechee sur MgS04 puis est concentree sous 
vide. L'huile obtenue est purifiee sur gel de silice Merck Geduran® (40-63um). 
5 Elution: CH 2 CI 2 /ACOEt 66/34. 

16,9 g sont isoles avec un rendement de 50 %. 

Spectre de masse : M/z= 170,1 (ES+) M theorique = 169 

2) fer-butyl 3-(2.5-dioxo-2,5dihvdro1 H-pyrrol-1 vDpropylcarbamate 

io 0,515 g (2,96 10' 3 mole) du compose B 1) est solubilise dans 20 ml de 

NaHC0 3 saturee. La solution est filtree sur un filtre de porosite 0,45 pm puis est 
refroidie a 0°C. 

0,5 g (2,96 10~ 3 mole) d'ethyl carbonyl maleimide en solution dans 25 ml 
de tetrahydrofuranne sont additionnes goutte a goutte. L'ensemble est agite 
15 pendant 15 minutes. 

25 ml de tetrahydrofuranne sont additionnes et le milieu reactionnel est 
agite 45 mn. Le pH est ajuste a 6 avec qsp d'HCI [1N]. Le produit est extrait 
avec 2 x 200 ml d'acetate d'ethyle. La phase organique est sechee sur MgS0 4 
puis est concentree sous vide. 
20 737 mg sont isoles avec un rendement de 98 %. 

3) 1-(3-aminopropyni H-pyrrol-2.5-dione 

0,7 g (2,75 10" 3 mole) du compose B 2) est mis en agitation dans 25 ml 
d'HCI [2 N] pendant 24 heures. 
25 La solution est concentree sous vide. 500 mg sont obtenus avec un 

rendement de 88 % 

Spectre de masse : M/z =155,1 (ES+) M theorique =154,1 

Exemple 3 : Preparation du compose C : 
30 1-deoxv-1-r(2.3-dihvdropropvnamino1hexito) 

173 g (1,9 mole) de 3-amino-1 ,2-propanediol sont solubilises dans 1 litre 
de methanol. 360 g (2 mole) de glucose sont ajoutes. L'ensemble est agite 24 
heures a temperature ambiante. Cette solution est reduite sous 20 bars 
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d'hydrogene a 60 °C avec 50 g de palladium sur Charbon et 450 ml d'eau 
pendant 6 heures. 

Le milieu reactionnel est filtre sur clarcel a 35 °C. Les jus de filtration 
sont concentres jusqu'a un volume final de 850 ml. Le concentrat est verse sur 
3 litres d'alcool isopropylique maintenus a 35°C par un bain d'eau chaude. Le 
precipite est filtre et seche sous vide. 272 g sont isoles avec un rendement de 

53 %. 

Spectre de masse : M/z = 256,4 (ES+) M theorique = 253,3 

Exemple 4 : Preparation du compose D : N-r(2,3-dihvdroxvpropyl)(2, 3,4,5.6- 
pentahvdroxvhexvl)12,4.6-tribromo S-fqlvcvlamino^isophtlamide 

255 g (1 ,9 mole) de compose C sont dissous a 80°C dans 2,5 litres de 
1-methyI-2-pyrolidinone pendant 30 minutes. Le milieu reactionnel est refroidi a 
40°C avant I'addition de 67,1 g (0 ,635 mole) de Na 2 C0 3 seche a 170°C et de 
407,8 g (0,635 mole) du chlorure de I'acide 5-phtalamido(acetamido) 2,4,6 
triaminoisophtalique en maintenant la temperature inferieure a 45°C. 

Le milieu est maintenu 2 heures a 40°C puis est refroidi a 20°C avant 
filtration des mineraux sur Clarcel. 

610 ml d'eau sont ajoutes au filtrat et I'ensemble est chauffe a 70°C avant 
I'addition de 44,8 ml d'hydrate d'hydrazine (0,889 mole). Le milieu reactionnel 
est chauffe 2 heures a 90°C. 

Le pH est ajuste a 1 avec QSP d'HCI [12 N]. Le precipite forme est 
elimine par filtration. Les jus de filtration sont verses dans 30 litres d'ethanol. 

Le produit obtenu est dissous dans 3,6 litres d'eau, le pH est ajuste a 6,5 
avec QSP de soude [2N] et la solution est diafiltree. Suivi HPLC de la 
purification. Purete HPLC = 98.2 %. 

Conditions HPLC : 

Colonne : Symetry® C18 250x 4 mm (5 urn). Detection : 254 nm 
Eluant isocratique : 99/1 : H 2 S0 4 0,034 N / CH 3 CN 
Dosages de Brome = 23,6% (sort une purete de 97,2%) 
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Exemple 5 : Preparation du compose E : N-N'-TbisQ^ .d.B.fi- 



pentahydroxyhexyh] ? ,4,6-tribromo 5-(aivcvlamino)isop htlamirie 




CH 2 (CHOH) 4 CH 2 OH 



Le compose E peut etre prepare selon le mode operatoire decrit dans le 
Brevet : EP 0 922 700 A1. 

Exemple 6 : Preparatio n du compose F : Acide (18S)-1-amino-18(r(2-amino-4- 
oxo-3,4-dihvdropteridin- 6-vl)methvnamino>benzovnamino1-15-oxo-4-trioxa-14 
azanonadecan-1 9-oiaue 



9,74 g (0,0214 mole) de I'acide (2S)-2-[(4-{[(2-amino-4-oxo-3,4- 
dihydropteridin-6-yl)methyl]amino}benzoyl)amino]-5-methoxy-5-oxopentanoique 
(pouvant etre prepare selon le mode operatoire decrit dans J. Am. Chem. Soc, 
1997, 119, 10004-10013) sont solubilises dans 60 ml de DMSO a temperature 
ambiante. 235 ml (1,07 mole) de 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecanediamine sont 
ajoutes. L'ensemble est agite 48 H a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est verse dans un melange de 1,5 L de CH 3 CN et 
de 1,5 L d'ether ethylique. Le precipite obtenu est filtre et seche sous vide. 

Le produit brut est solubilise dans 100ml de pyridine [0,1 N] et est purifie 
sur 1 Kg de gel de silice 60 silanisee (0,063-0,200 mm) avec une elution 
pyridine [0,1 N] - Methanol 9/1 [suivi HPLC]. 2,7 g sont isoles avec un 
rendement de 26 % et une purete HPLC de 97,3 %. 

Conditions HPLC • 

Colonne : Symetry® C1 8 250x 4 mm (5 urn). Detection : 254 nm 



o 




NHj 
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Eluant isocratique : 99/1 : H 2 S0 4 0,034 N / CH 3 CN 

Exemple 7 : Preparation du compose G : 
L-propyl-L-Leucvl-N 1 -hvdroxvalvcinamide 

1 g (2,3 10" 3 mole) de 1-[(benzyloxy)carbonyl]-L-propyl-L-Leucyl-N 1 - 
hydroxy glycinamide est dissous dans 100 ml de methanol. 

100 mg de Pd/C 50% hydrate sont ajoutes a la solution. L'ensemble est 
agite 6 heures a temperature ambiante sous 50 PSI d'hydrogene. 

Le catalyseur est elimine par filtration et le filtrat est concentre sous vide. 
Le produit est stocke a 4 °C. 

Rendement quantitatif 

Spectre de masse : M/z = 371 ,2 (ES-) M theorique = 372,4 

Exemples 8et9: Exemples de preparation de solutions colloidales 
de oarticules maanetiaues acides ( p) 

Exemple 8 : 

Une solution de 36 g (0,181 mole) de FeCI 2 , 4H 2 0, 20 ml de HCI a 37% 
dans 150 ml de H 2 0 est introduite dans un melange constitue de 3 litres d'eau 
et 143 ml (0,302 mole) de FeCfe a 27%. 250 ml de NH 4 OH a 25 % sont 
introduits rapidement sous forte agitation. L'ensemble est agite 30 mn. Les jus 
sont elimines par decantation magnetique. Le ferrofluide est lave 3 fois de suite 
avec 2 litres d'eau. 

Le ferrofluide nitrique est mis en agitation 15 mn avec 200 ml de HN0 3 
[2M], le sumageant est elimine par decantation magnetique. 

Le ferrofluide nitrique est porte a reflux avec 600 ml d'eau et 200 ml de 
Fe(N0 3 ) 3 [1M] pendant 30 mm. Le surnageant est elimine par decantation 
magnetique. 

Le ferrofluide nitrique est mis en agitation 15 mn avec 200 ml de HN0 3 
[2M], le sumageant etant elimine par decantation magnetique. 

Le ferrofluide nitrique est lave 3 fois avec 3 litres d'acetone, puis est 
repris par 400 ml d'eau. La solution est evaporee sous vide jusqu'a un volume 
final de 250 ml. 
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Concentration 
M/L 


Zave 
nm 


Poly a 


Diametre 
SQUID 


Ms 
emu/cm 3 


4,85 


40 nm 


0,22 


8,5 nm 


275 



Ms (emu/cm 3 ) = aimantation a saturation 
Z ave = Taille hydrodynamique par PCS en mode unimodal 
Poly a : polydispersite du pic en PCS 
5 SQUID = diametre de la particule (p) non greffee estime par 

deconvolution des courbes d'aimantation mesurees sur un 
magnetometre SQUID 

Exemple 9 : 

10 108 g (0,543 mole) de FeCI 2 , 4 H 2 0 dans 450 ml de H 2 0 est introduit 

dans une solution de 4 litres d'eau et 429ml (0,906 mole) de FeCI 3 a 27%. 750 

ml de NH 4 OH a 25 % sont introduits rapidement sous agitation (1200 tr/mn). 

L'ensemble est agite 30 mn. Les jus sont elimines par decantation magnetique. 

Le ferrofluide est lave 2 fois de suite avec 3 litres d'eau. 
15 Le ferrofluide nitrique est mis en agitation V* H avec 3 litres de HNO3 

[2M], le surnageant est elimine par decantation magnetique. 

Le ferrofluide nitrique est porte a reflux avec 1300 ml d'eau et 700 ml de 

Fe(N0 3 )3 [1M] pendant 30 mm (600 tr/mn). Le surnageant est elimine par 

decantation magnetique. 
20 Le ferrofluide nitrique est mis en agitation 15 mn avec 3 litres de HNO3 

[2M] , le surnageant etant elimine par decantation magnetique. 

Le ferrofluide nitrique est lave 3 fois avec 3 litres d'acetone, puis est 

repris par 600 ml d'eau. La solution est evaporee sous vide jusqu'a un volume 

final de 250 ml. 

25 



❖ A ce stade, on obtient comme caracteristiques : 



Rendement % 


Concentration 
M/L 


Z ave (nm) 


Poly 0- 


81,8 


4,45 


31,3 


0,21 



Z ave = Taille hydrodynamique par PCS en mode unimodal. 
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❖ Traitement : 

200 ml de la solution precedents sont mis en agitation dans 2,4 litres de 
HN0 3 pendant 4 heures. Le surnageant est elimine par decantation 
magnetique. Le ferrofluide nitrique est lave 2 fois avec 3 litres d'acetone, puis 
est repris par 400 ml d'eau. La solution est evaporee sous vide jusqu'a un 
volume final de 250 ml. 



Rendement % 


Concentration 
M/L 


Z ave (nm) 


Poly cr 


77 


2,742 


23,3 


0,20 



Exemples 10 a 12 : Exemoles de complexation des oarticules magnetigues (p) 
par des composes de formule (I) 

Exemple 10 : 

50 ml de I'exemple 8 a 4,85 M/L sont dilues dans 3 litres d'eau. Une 
solution de 1,3 g (5,24 10 -3 mole) du compose A de I'exemple 1 dans 100 ml 
d'eau est introduite goutte a goutte. L'agitation est maintenue pendant 30 
minutes. Le floculat est isole par decantation magnetique puis est lave 3 fois 
par 3 litres d'eau. 

II est remis en solution avec 700 ml d'eau a pH 7,2 avec QSP de NaOH 
[1 N]. La solution finale est filtree sur membrane 0,22 um. 

Dosage de Fer = 0,252 M/L Taille PCS = 67,9 nm 
Fe = 61 ,7 % Masse/Masse 
P = 1,21 % Masse/Masse 
C =1.04 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,86 % mole/mole 
Exemple 1 1 : 

50 ml de I'exemple 8 a 4.73 M/L sont dilues dans 3 litres d'eau. Une 
solution de 1,3 g (5,24 10" 3 mole) du compose A de I'exemple 1 dans 80 ml 
d'eau est introduite goutte a goutte. L'agitation est maintenue 30 mn. Le floculat 
est isole par decantation magnetique puis est lave 3 fois par 3 litres d'eau. 
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II est remis en solution avec 700 ml d'eau a pH 1 1 avec QSP de NaOH 
[1N] puis stabilise a pH 7,2 avec QSP de HCI [1NJ. La solution finale est filtree 
sur membrane 0,22 um. 

Dosage de Fer = 0,279 M/L Taille PCS = 40,3 nm Poly a = 0,19 
5 Fe = 63,9 % Masse/Masse 

P = 1 ,38 % Masse/Masse 

C = 1 .07 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe ] = 1,95 % mole/mole 
10 Exemple 12 : 

100 ml de I'exemple 9 a 2,742 M/L (taille PCS = 21,3 nm) sont dilues 
dans 3 litres d'eau. 

Une solution de 1,5 g (6.03.10" 3 mole) du compose A de I'exemple 1 
dans 100 ml d'eau est introduite goutte a goutte. L'agitation est maintenue 
15 pendant 30 minutes. Le floculat est isole par decantation magnetique puis est 
lave 3 fois par 3 litres d'eau. 

II est remis en solution avec 700 ml d'eau a pH 1 1 avec QSP de NaOH 
[1N] puis stabilise a pH 7,2 avec QSP de HCI [1N]. La solution finale est filtree 
sur membrane 0,22 pm. 
20 Dosage de Fer = 0,285 M/L Taille PCS = 25,6 nm 

Fe = 62,9 % Masse/Masse 

P = 1 ,32 % Masse/Masse 

C = 1,22 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,90 % mole/mole 

25 

Relaxivites : 

20MHz (0,47 T) - 37°C - en solution aqueuse 



ri 

(mM- 1 .s 1 ) 


T2 

(mM'Vs 1 ) 


35 ±2 


103 + 5 
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Exemoles 13 a 18: Couplage des oarticules magnetic/ ues acides (p) 
compiexees p ardes composes de formule (I) avec des biovecteurs 

Exemple 13 : 

Dans 50 ml de I'exemple 10 a 0,252 M/L, 36 mg (1,88 10" 4 mole) du 
compose B sont dissous. Le pH est ajuste a 5,8 avec QSP d'HCI [1N]. 

Une goutte de triethylamine et 72 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes au milieu reactionnel et 
I'ensemble est agite 18 heures a temperature ambiante. 

La solution est ultrafiltree sur une cellule a agitation PALL® ayant un seuil 
de coupure de 30 kD. 600 ml de filtrat sont elimines pour obtenir une solution 
finale de 35 ml. 

[Fe] = 0,212 M/L Taille PCS = 69,2nm 

Fe = 62,8 % Masse/Masse 

P = 1,21 % Masse/Masse 

C =2,23 % Masse/Masse 

N = 0,48 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,74 % mole/mole 
Taux de greffage [compose B / Fe] = 1 ,37% mole/mole 
Taux de greffage [compose B / compose A] = 78,6 % 

Exemple 14 : 

0,193 g (7,6 10" 4 mole) du compose C de I'exemple 3 est dissous dans 
13,55 ml de I'exemple 1 1 a 0,279 M/L. Le pH est ajuste a 6,2. 

171 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est agite a temperature ambiante 
pendant 24 heures. La solution est ultrafiltree sur une cellule a agitation PALL® 
ayant un seuil de coupure de 30 kD. 500 ml de filtrat sont elimines. Le retentat 
est ajuste a 30 ml 

[Fe]= 0,155 M/L Taille PCS = 43,7 nm 

Fe = 58,4 % Masse/Masse 
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P = 1,17 % Masse/Masse 
C = 2,80 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,80 % mole/mole 
Taux de greffage [compose C / Fe] = 1 ,67% en mole/mole 
Taux de greffage [compose C / compose A] = 93 % 

Exemple 15 : 

0,358 g (3,78 10" 4 mole) du compose D de I'exemple 4 sont dissous dans 
13,55 ml de I'exemple 11 a 0,279 M/L. 

86 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 
sont ajoutes. L'ensemble est agite a temperature ambiante pendant 24 heures. 
La solution est ultrafiltree sur une cellule PALL® a agitation ayant un seuil de 
coupure de 30 kD. 500 ml de filtrat sont elimines. Le retentat est ajuste a 30 ml 

[Fe]= 0,134 M/L Taille PCS = 41,3 nm 

Fe = 51 ,2 % Masse/Masse 

P = 1,16 % Masse/Masse 

C = 5,79 % Masse/Masse 

Br = 3,07 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 2 % mole/mole 
Taux de greffage [compose D/ Fe] = 1 ,4% mole/mole 
Taux de greffage [compose D/ compose A] = 68,4 % 

Exemple 16 : 

0,853 g (7,6 10" 4 mole) du compose E de I'exemple 5 sont dissous dans 
13,55 ml de I'exemple 1 1 a 0,279 M/L. Le pH est ajuste a 6,2. 

171 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est agite a temperature ambiante 
pendant 24 heures. La solution est ultrafiltree sur une cellule a agitation PALL® 
ayant un seuil de coupure de 30 kD. 500 ml de filtrat sont elimines. Le retentat 
est ajuste a 30 ml. 

[Fe] = 0,132 M/L Taille PCS = 41,6 nm Poly a = 0,22 

Fe = 52,3 % Masse/Masse 

P = 0,77 % Masse/Masse 
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C = 5,86 % Masse/Masse 
Br = 2,65 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1,33 % mole/mole 
Taux de greffage [compose E / Fe] = 1,18% mole/mole 
Taux de greffage [compose E / compose A] = 89 % 

Exemple 17 : 

90 ml d'une solution a 1,35 g/L du compose F de I'exemple 6 sont 
introduits dans 66,3 ml de I'exemple 12 a 0,285 M/L. 121,7 mg de chlorhydrate 
de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. Le pH est 
ajuste a 6,8 et I'ensemble est agite 18 heures a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL®ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 100 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe]: 0,213 M/L Taille PCS = 29 nm 

Fe = 59,6 % Masse/Masse 

P = 1 ,29 % Masse/Masse 

C = 2,67 % Masse/Masse 

N = 0,38 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,95 % mole/mole 
Taux de greffage [compose F / Fe] = 0,28 % mole/mole 
Taux de greffage [compose F / compose A] = 14,5 % 

Relaxivites : 

20MHz (0,47 T) - 37°C - en solution aqueuse 



n 

(mM~ 1 .s~ 1 ) 


r 2 

(mivr 1 .s- 1 ) 


36 ±2 


105 ±5 



Ces resultats montrent que le couplage du biovecteur ne modifie pas les 
relaxivites de I'intermediaire non couple (exemple 12). 
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Exemole 1 8 : 

100 ml d'une solution de I'exemple 12 a 0,285 M/L sont ultrafiltres sur 
une cellule a agitation de 30 KD PALL®. A cette solution, 202 mg du compose 
G de I'exemple 7 sont ajoutes. Le pH est ajuste a 6,1 avec QSP de HCI [0,1 N]. 
5 203 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyl- 

carbodiimide sont ajoutes et I'ensemble est agite 6 heures a temperature 
ambiante. 

Le milieu reactionnel est ultrafiltre sur cellule a agitation PALL® ayant un 
seuil de coupure de 30 kD. 800 ml de filtrat sont elimines. Le retentat est ajuste 
10 a 140 ml puis est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,223 M/L Taille PCS = 28,4 nm 

Fe = 57,9 % Masse/Masse 

P = 1,37 % Masse/Masse 

C = 3,49 % Masse/Masse 
15 N = 0,89 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 2,1 3 % mole/mole 

Taux de greffage [compose G / Fe] = 1 ,5 % mole/mole 

Taux de greffage [compose G / compose A] = 71 % 

20 

Exemoles 19 a 21 : Comparaison des particules maanetiaues comole xees par 
un compose gem-bisphosphonate et couplees a un biovecteur, 
derivant d'un orecurseur ferrofluide "alcalin" avec 
celles derivant d'un orecurseur ferrofluide "acide" 

25 

Exemple 19 : Preparation d'un ferrofluide « alcalin » en milieu TMAOH 

Un melange constitue d'une solution de 2,96 ml de FeCI 3 a 27 %, et d'une 
solution de 0,6 g de FeCI 2 , 4 H z O dans 40 ml d'eau, est versee rapidement 
dans 200 ml de tetramethylammonium hydroxyde [1 M]. L'ensemble est agite 1 
30 heure a temperature ambiante. La solution est filtree sur une membrane 0,22 
urn et maintenue sous azote a 4 °C. 

[Fe] : 0,0403 M/L Taille PCS = 68,2 nm Polydispersite a = 0,48 
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Exemple 20 : Complexation du ferrofluide "alcalin" de I'exemple 19 par le 
compose grem-bisphosphonate de I'exemple 1 

Une solution constitute de 416 mg du compose A de I'exemple 1 en 
solution dans 5 ml d'eau est introduite dans 25 ml de I'exemple 19. L'ensemble 
5 est agite 1 heure puis ultrafiltre sur cellule a agitation PALL® ayant un seuil de 
coupure de 30 kD. 

600 ml de filtrat sont elimines. Le retentat est ajuste a 40 ml puis est filtre 
sur membrane 0,22 um. 

10 

Exemple 21 : Couplage des particules magnetiques complexees de Pexemple 
20 avec le compose E de I'exemple 5 

1,7 g de compose E sont introduits dans les 40 ml de solution de 
I'exemple 20. Le pH est ajuste a 6,2. 345 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
15 dimethylaminopropyl)-3-ethyicarbodiimide sont alors ajoutes et l'ensemble est 
agite 24 heures a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est ultrafiltre sur cellule a agitation PALL® ayant un 
seuil de coupure de 30 kD. 

700 ml de filtrat sont elimines. Le retentat est ajuste a 40 ml puis est filtre 
20 sur 0,22 um. 

Taille PCS = 60 nm Polydispersite a = 0,60 

Fe = 37,9 % Masse/Masse 

P = 1 ,70 % Masse/Masse 

C = 12,96 % Masse/Masse 
25 N= 1,84 % Masse/Masse 

Br = 6,42 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 4,04 % mole/mole 
Taux de greffage [compose E / Fe] = 3,95 % mole/mole 
Taux de greffage [compose E / compose A] = 97,7 % 
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Precurseurs 





N° 


Taille Z ave (nm) 


Polydispersite a 


Ferrofluide acide 


Exemple 8 


40 


0,22 


Ferrofluide alcalin 


Exemple 19 


68,2 


0,48 



5 Molecules finales (ferrofluide acide ou basique + compose gem-biphosphonate 
(la) + biovecteur compose E) : 





N° 


Taille Z ave (nm) 


Polydispersite a 


Procede acide 


Exemple 16 


41,6 


0,22 


Procede alcalin 


Exemple 21 


60 


0,60 



io Conclusions : 

Pour les exemples 19 et 21, les inventeurs ont avantageusement demontre que 
lorsqu'on utilise un ferrofluide alcalin comparable a celui mis en ceuvre dans le 
document J. of Coll. and Interf., Science, 2001, 238, pp. 37-42, la taille 
hydrodynamique est plus elevee des I'etape du precurseur (ferrofluide alcalin - 

15 exemple 19) et la polydispersite est forte (a = 0,48) compare au ferrofluide 
acide (a = 0,22) ; cela se repercute sur la taille hydrodynamique du produit final 
(apres greffage du compose la et du biovecteur - compose E), avec une 
polydispersite encore plus grande (a = 0,6). La difference de % (compose A / 
Fer) entre les deux types de particules finales issues respectivement d'un 

20 ferrofluide acide ou basique indique la formation certaine d'une double couche 
de compose I (gem-biphosphonate) dans le cas de la mise en ceuvre d'un 
precurseur "alcalin", ce qui est prejudiciable a une bonne stabilite. Dans le 
procede selon I'invention, nous avons 90 % des sites greffes avec un compose 
de formule (I), formant avantageusement une mono-couche. 

25 
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Exemoles 22 a 25 : Preparation d'autres biovecteurs 
Exemple 22 : Preparation du compose H : 




1) Benzyl 5-rr(2R)-24r(9H-fluoren-9-vlmethoxv)carbonvnaminoV3-(1 H- 
indol-3-vl)propanovnamino)pentylcarbamate 

15,63 g de (acide(2R)-2-{[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]amino}-3-(1H- 
indol-3-yI) propanoTque) sont solubilises a temperature ambiante dans 300 ml 
10 de tetrahydrofuranne. 

10 g de (Benzyl-5-aminopentylcarbamate) puis 5,1 ml de triethylamine 
sont additionnes. L'ensemble est agite 5 minutes a temperature ambiante. 

5,94 g de Hydroxy-1-benzotriazole hydrate puis 8,43 g de chlorhydrate de 
1-(3-dimethyl-aminopropyl)-3-ethyIcarbodiimide sont ensuite ajoutes au milieu 
15 reactionnel. L'ensemble est agite 24 heures a temperature ambiante. 

L'insoluble est elimine par filtration. Le filtrat est concentre sous vide. 

L'huile obtenue est versee dans 150 ml d'eau et est agite pendant 1 heure 
a temperature ambiante. 

Le precipite obtenu est filtre, et lave sous forte agitation dans 100 ml d'eau 
20 pendant 30 minutes a temperature ambiante. 

Le precipite est filtre puis lave par 200 ml d'ether ethylique puis seche 
sous vide. 22,78 g sont isoles avec un rendement de 96,4%. 

Rf = 0,94 sur silice (MERCK) dans CH 2 CI 2 / CH 3 OH (8/2) 
25 HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 urn, (250 mm x 4,6 mm) 

Gradient : Eau-TFA (pH 2,95) / CH 3 CN : 
A = 210 nm 
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Temps en min. 


Debit (ml/min.) 


% Eau-TFA 
pH 2,95 


%CH 3 CN 


0 


1 


98 


2 


50 


1 


10 


90 


55 


1 


5 


95 



Temps de retention du produit attendu : 42 min 



Spectre de masse : m/z = 645,3 (mode ES + ) (M theorique = 644) 

5 

2 ) Benzyl 5-ff(2R)-2-amino-3-(1 H-indol-3-vnpropanovnamino) 
pentylcarbamate 

20 g de (Benzyl 5-{[(2R)-2-{[(9H-fluoren-9-ylmethoxy)carbonyl]amino}-3- 
(1H-indol-3-yl)propanoyl]amino} pentylcarbamate) sont solubilises a tempe- 
rature ambiante dans 280 ml de tetrahydrofuranne. 

41,4 ml de piperidine et 20 ml d'eau sont ensuite additionnes. L'ensemble 
10 est agite 3 heures a temperature ambiante. Le milieu reactionnel est concentre 
sous vide. 

L'huile obtenue est purifiee sur 1400 g de silice Merck Geduran ® (40-63 
urn). Elution : CH 2 CI 2 / CH 3 OH (95/5). 

12,77 g sont isoles avec un rendementde 97,4%. 

15 

Rf = 0,64 sur silice (MERCK) dans CH 2 CI 2 / CH 3 OH (95/5) 

HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 urn, (250 mm x 4,6 mm) 
Gradient : Eau-TFA (pH 2,95) / CH 3 CN : 
20 A = 210 nm 



Temps en min 


Debit (ml/min) 


% Eau-TFA 
pH 2,95 


%CH 3 CN 


0 


1 


98 


2 


17 


1 


66 


34 


19 


1 


64 


36 


50 


1 


0 


100 
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Temps de retention du produit attendu : 1 8,2 min 

Spectre de masse : m/z = 423,2 (mode ES + ) (M theorique = 422) 

3) Tert-butvl ( 12R)-12-nH-indol-3-vlmethvlV15-tsobutvl-3. 11, 14-trioxo-1- 
phenvl-2-oxa-4. 10. 13-triazaheptadecan-17-oate 

9,16 g de (acide 2-(2-tert-butoxy-2-oxoethyl)-4-methylpentano7que), 
synthetise selon le mode operatoire decrit dans (J.Med.Chem.1998, Vol 41 (2) : 
p 209), sont solubilises a temperature ambiante dans 160 ml de 
tetrahydrofuranne. 

Une solution homogene formee par 16,81 g (0,039 mole) de (Benzyl 5- 
{[(2R)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanoyl]amino}pentylcarbamate) dans 165 ml 
de tetrahydrofuranne est additionnee en une seule fois suivi par, 
successivement, 8,3 ml de triethylamine, 6,45 g d'Hydroxy-1-benzotriazole 
hydrate et 9,5 g de chlorhydrate de 1-(3-dimethylaminopropyl)-3- 
ethylcarbodiimide. 

L'ensemble est agite 12 heures a temperature ambiante. L'insoluble est 
elimine par filtration. Le filtrat est concentre sous vide. 

L'huile obtenue est purifiee sur 1900 g de silice Merck Geduran® (40-63 
urn). Elution du bon produit par CH 2 CI 2 / CH 3 OH (98/2). 

24 g sont isoles avec un rendement de 95,3%. 

Rf = 0,42 sur silice (MERCK) dans CH 2 CI 2 / CH 3 OH (95/5) 

HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 pm, (250 mm x 4,6 mm ) 

Gradient : Eau-TFA (pH 2,95) / CH 3 CN : 

A = 220 nm 



Temps en min 


Debit (ml/min) 


% Eau-TFA 


%CH 3 CN 






pH 2,95 


0 


1 


98 


2 


30 


1 


0 


100 



Temps de retention du produit attendu : 25,7 min 

Spectre de masse : m/z = 635,6 (mode ES + ) (M theorique = 634) 
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4) Acide (l2RV1 2-(1 H-indol-3-vlmethvl)-1 5-isobutvl-3. 1 1 . 14-trioxo-1 - 
phenvl-2-oxa-4, 10. 13-triazaheptadecan-17-oTque 

1,4 g de dithioerythritol sont additionnes dans une solution composee de 
100 ml de CH 2 CI 2 et de 100 ml d'acide trifluoroacetique. 10 g de (Tert-butyl 
(1 2R)-1 2-(1 H-indol-3-ylmethyl)-1 5-isobutyl-3, 1 1 , 1 4-trioxo-1 -phenyl-2-oxa-4, 10,13- 
triazaheptadecan-17-oate) sont ensuite ajoutes. L'ensemble est agite 30 minutes 
a temperature ambiante puis concentre sous vide. 

L'huile obtenue est purifiee sur 700 g de silice Merck Geduran® (40-63 
urn). Elution du bon produit par CH 2 CI 2 / CH 3 OH (98/2). 

6,19 g sont isoles avec un rendement de 68%. 

Rf_= 0,57 sur silice (MERCK) dans CH 2 CI 2 / CH 3 OH (8/2) 

HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 urn, (250 mm x 4,6 mm ) 
Gradient : Eau-TFA (pH 2,95) / CH 3 CN : 
A = 210 nm 



Temps en min. 


Debit (ml/min.) 


% Eau-TFA 
pH 2,95 


%CH 3 CN 


0 


1 


98 


2 


30 


1 


0 


100 



Temps de retention du produit attendu : 20,8 min 

Spectre de masse : m/z = 579,0 (mode ES + ) (M theorique = 578) 



5) Benzyl (8R)-8-(1 H-indol-3-vlmethvn-1 1 -isobutvl-7. 10.1 3-trioxo-1 6- 
phenvl-15-oxa-6. 9,14-triazahexadec-1-vlcarbamate 

6,11 g de (Acide(12R)-12-(1H-indol-3-yImethyl)-15-isobutyl-3,11,14-trioxo- 
1-phenyl-2-oxa-4,10,13-triazaheptadecan-17-ofque) sont solubilises a tempe- 
rature ambiante dans 160 ml de tetrahydrofuranne. Le milieu reactionnel est 
refroidi a 0°C. 

1,69 g de chlorhydrate de O-Benzylhydroxylamine, 3 ml de triethylamine, 
1,86 g de Hydroxy-1-benzotriazole hydrate puis 2,63 g de chlorhydrate de 1-(3- 
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dimethyl-aminopropyI)-3-ethylcarbodiimide sont successivement ajoutes au 
milieu reactionnel et I'ensemble est agite 24 heures a temperature ambiante. 

L'insoluble est elimine par filtration. Le filtrat est concentre sous vide. 

L'huile obtenue est versee dans 200 ml d'eau. Le precipite obtenu est 
filtre, relave dans 1 00 ml d'eau a temperature ambiante. 

Le precipite est filtre et seche sous vide. 

5,7 g sont isoles avec un rendement de 79,2%. 

Rf = 0,29 sur silice (MERCK) dans CH 2 CI 2 / CH 3 CN (5/5) 

HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 urn, (250 mm x 4,6 mm ) 
Gradient : Eau-TFA pH (2,95) / CH 3 CN : 
A = 210 nm 



Temps en min 


Debit (ml/min) 


% Eau-TFA 
pH 2,95 


%CH 3 CN 


0 


1 


98 


2 


30 


1 


0 


100 



Temps de retention du produit attendu : 22,7 min 

Spectre de masse : m/z = 684,3 (mode ES + ) (M theorique = 683) 



6) N 1 -r(1R)-2-r(5-aminopentvl)amino1-1-(1H-indol-3-vlmethvn-2-oxoethvn- 
N 4 -hvdroxv-2-isobutvlsuccinamide 

0.32 g de (Benzyl (8R)-8-(1H-indol-3-ylmethyl)-1 1-isobutyl-7,10,13-trioxo- 
16-phenyt-15-oxa-6, 9,14-triazahexadec-1-ylcarbamate) est dissous dans 30 ml 
de methanol. Une demi-spatule de Pd/C 50% hydrate est ajoutee a la solution. 

L'ensemble est agite 4 heures et trente minutes a temperature ambiante 
sous 50 PSI d'hydrogene. Le catalyseur est elimine par filtration sur clarcel et le 
filtrat est concentre sous vide. Rendement quantitatif. 

Le produit obtenu est purifie sur 5 g de gel de silice 60 silanise Merck 
(63-200 urn). Elution du produit attendu par H z O. 
0,1 1 g sont isoles avec un rendement de 51%. 
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HPLC : Colonne Symmetry Waters C18, 5 urn, (250 mm x 4,6 mm ) 
Gradient : Eau-TFA (pH 2,95) / CH 3 CN 
A = 220 nm 



Temps en min. 


Debit (ml/min.) 


% Eau-TFA 


%CH 3 CN 




pH 2,95 




0 


1 


98 


2 


30 


1 


0 


100 



5 

Temps de retention du produit attendu : 9,4 min 

Spectre de masse : m/z = 460,3 (mode ES + ) (M theorique = 459) 

Exemple 23 : Preparation du compose I : 
io 1) Q-(2- paratoluenesulfonvlethvn-O'-methvlpolvethlvlene glycol 1100 

16,2 g de polyethyleneglycolmonomethylether de masse moyenne 1100 
(Fluka ®) sont dissous dans 25 ml de dichloromethane. Cette solution est 
refroidie a une temperature de 5 °C. 

0,4 g de chlorure de triethylbenzylammonium, 10,4 ml d'une solution 
is aqueuse a 30% d'hydroxyde de sodium puis 2,94 g de chlorure de 
paratoluenesulfonyl en solution dans 15 ml de CH 2 CI 2 sont ensuite additionnes 
a5°C. 

La reaction est poursuivie 24 heures a temperature ambiante. 
L'extraction du milieu reactionnel conduit, apres sechage sur sulfate de 
20 magnesium et evaporation, a 17,2 g de solide. Le rendement est de 95 %. 

CCM : Si0 2 Merck® Eluant : dichloromethane / methanol : 9/1 . 
Revelation : UV 254 nm et Draggendorf : Rf = 0,4 
♦ Infra Rouge : 1356 cm" 1 (v : R-O-SO2-R) 

25 

2) 0-(2-azidoethvlVO'-methvlpolvethvlene glycol 1100 
12,4 g de 0-(2- paratoluenesulfonylethyl)-0'-methylpolyethlylene glycol 
1100 sont dissous a temperature ambiante dans 90 ml de DMF. 2 g d'azide de 
sodium sont ensuite introduits. L'agitation est maintenue 18 heures a 
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temperature ambiante. L'extraction du milieu reactionnel par le CH 2 CI 2 conduit , 
apres evaporation, a 4,4 g de compose. Le rendement est de 40 % 

CCM : Si0 2 Merck® Eluant : dichloromethane / methanol : 9/1 . 
5 Revelation : UV 254 nm et Draggendorf Rf = 0,39 

♦ Infra Rouge : 2104 cm" 1 (v : N 3 ) 

3) 0-(2-Aminoethvl)-0'-methvlpolvethvlene glycol 1100 
4,3 g de 0-(2-azidoethyl)-0'-methylpolyethylene glycol 1100 et 0,4 g de 
Pd/C (5%) en solution dans 100 ml d'ethanol sont introduits dans I'autoclave. La 
reaction est conduite sous une pression d'hydrogene de 2,5 bars, a 25 °C, 
pendant 4 heures. 

Le catalyseur est elimine par filtration sur celite. Apres evaporation, 3,5 g 
sont ainsi isoles avec un rendement de 85 %. 

CCM : Si0 2 Merck® Eluant : dichloromethane / methanol : 9/1. 
Revelation : Nihydrine Spectfique « Amine primaire » 
♦ Infra Rouge : 3390 cm" 1 (v NH 2 ) 

20 Exemple 24 : Preparation du compose J : 

1 ) Tert-butvl 34242-(3-aminopropoxv)ethoxv1ethoxv)propvlcarbamate 
A 15 g de 3-{2-[2-(3-aminopropoxy)ethoxy]ethoxy}-1-propanamine 
dissout dans 100 ml de CH 2 CI 2 est ajoute, au moyen d'une ampoule a brome, 
une solution de 5 g de di(ferf-butyl) dicarbonate dissout dans 50 ml de CH 2 CI 2 . 
25 Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 

18 heures puis est concentre a moitie pour etre lave a I'eau (50 ml), seche et 
concentre. La solution obtenue est filtree sur silice MERCK Geduran® (40-63 
urn) avec de I'acetate d'ethyle puis du methanol. 

4,7g de produit sont obtenus avec un rendement de 64%. 

30 

Spectre de masse : M/z = 321 ,3 (ES+) M theorique = 320,4 

CCM : Rf=0,05 ; Silice SiO z ; eluant = CH 2 CI 2 /MeOH/NH 4 OH (93/7/traces) 
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2VTert-butvl 1 6-chloro-1 5-oxo-4.7. 1 0-trioxa-1 4-azahexadec-1 -vlcarbamate 

Dans un tricol muni d'un bain d'acetone et de glace est mis en solution 
1 0 g de tert-butyl 3-{2-[2-(3-aminopropoxy)ethoxy]ethoxy}propylcarbamate dans 
50 ml de CH2CI2 . Au moyen d'une ampoule a brome sont ajoutes goutte a 
5 goutte et simultanement 5 g de K 2 C0 3 dissout dans 50 ml d'eau et 5 g de 
chlorure de chloroacetyle dissout dans 50 ml de CH 2 CI 2 . Au cours de I'addition, 
la temperature du milieu est maintenue a 0°C. 

Quand I'addition des reactifs est terminee, le milieu reactionnel est 
maintenu sous agitation magnetique, a temperature ambiante pendant 1 heure. 
10 Les 2 phases obtenues sont separees puis la phase chloromethylenique 

est lavee a I'eau jusqu'a pH neutre, sechee sur Na 2 S0 4 , filtree puis concentree. 

1 1 ,2 g de produit sont obtenus avec un rendement de 90%. 

Spectre de masse : M/z = 397,4 (ES +) M theorique = 396,9 

15 

CCM : Rf = 0,6 ; Silice Si0 2 ; eluant = CH 2 CI 2 /MeOH (9/1) 

3) Tert-butvl 30-amino-15-oxo- 4.7,10,21.24.27-hexaoxa-14.17- 
diazatriacont-1 -vlcarbamate 
20 6,8 g de 3-{2-[2-(3-aminopropoxy)ethoxy]ethoxy}propylamine sont dilues 
dans 50 ml de CH 3 CN en presence de K 2 C0 3 A cette suspension sont ajoutes, 
au moyen d'une ampoule a Brome, 3,5 g de tert-butyl 16-chloro-15-oxo-4,7,10- 
trioxa-14-azahexadec-1-ylcarbamate dissout dans 25 ml de CH3CN. 

Le milieu reactionnel est chauffe au reflux pendant 2 heures puis est mis a 
25 temperature ambiante pour une filtration sur verre fritte. Le filtrat est ensuite 
evapore a sec. 

Le residu obtenu est dissout dans 50 ml de CH 2 CI 2 pour faire des lavages 
avec 4 fois 20 ml d'eau. La phase chloromethylenique est sechee sur Na 2 S0 4 , 
filtree et concentree suffisamment pour envisager directement une purification 
30 sur Silice Merck Geduran® (40-63 urn) avec une elufion CH 2 CI 2 / MeOH 
(50/50) (facteur de retention Rf = 0,15) . 

1 ,8 g sont obtenus avec un rendement de 50%. 
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HPLC : Colonne Symmetry C18 (3,5 pm) 50x2,1 mm 

- Detecteur : UV 201 nm 

- Phase mobile : A : Eau +TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min.) 


Debit 
(ml/min.) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



Le produit attendu a un temps de retention = 1 ,8min. 

Spectre de masse : M/z = 581 (ES+) M theorique = 580,7 

4 ) Tert-butvl 30-r(2-ethoxv-3.4-dioxo-1-cvclobuten-1 -vDaminol-l 5-oxo- 
4,7,10.21.24.27-hexaoxa-14.17-dia2atriacont-1-vlcarbamate 

0,25 g de tert-butyl 30-amino-1 5-oxo-4 ,7, 10,21, 24,27-hexaoxa-1 4,17- 
diazatriacont-1-ylcarbamate est mis en solution dans 1,5 ml de CH 2 CI 2 . On 
additionne 57,5 pi de 3,4-diethoxy-3-cyclobutene-1,2-dione 

Le milieu reactionnel est mis sous agitation magnetique pendant 18 
heures a temperature ambiante. Cet intermediaire n'est pas isole. 

HPLC : Colonne Symmetry C18 (3,5pm) 50x2,1 mm 

- Detecteur : UV 201 nm 

- Phase mobile : A : Eau + TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



Le produit attendu a un temps de retention de 2,30 min. 

Copied from H 560807 on 3 0/25/2006 



WO 2004/058275 



83 



PCT/FR2003/003855 



5) Tert-butvl 1 7-acetyl-30-f(2-ethoxv-3,4-dioxo-1 -cvclobuten-1 -vDaminol- 
15-0X0-4.7,10,21 .24.27-hexaoxa-1 4, 17-diazatriacont-1-vlcarbamate 

Au milieu reactionnel obtenu a I'etape 4) est ajoute 40,6ul d'anhydride 
acetique. Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante puis est 
purifie directement sur 5g de Silice Merck Geduran® (40-63um) a pression 
atmospherique, avec un eluant CH 2 CI 2 /EtOH (9/1). 

0,27g de produit sous forme d'huile est obtenu avec un rendement de 60%. 
Spectre de masse : M/z =748 (ES +) M theorique = 746,9 

6) Acide 1-«2-rm-acetvl-34.34-dimethvl-16.32-dioxo- 

4,7,1 0,21, 24.27.33-heptaoxa-14.17.31-triazapentatriacont-1 -vl)aminol-3,4- 
dioxo-1 -cvclobuten-1 -yl|amino)-18-f(4-|ff2-amino-4-oxo-3,4-dihvdro-6- 
pteridinvl)methvnamino> benzovl)amino1-15-oxo-4.7,10-trioxa-14- 
azanonadecan-1 9-oique 

0,16 g de tert-butyl 17-acetyl-30-[(2-ethoxy-3,4-dioxo-1-cyclobuten-1- 
yI)amino]-1 5-oxo-4,7, 10,21 ,24,27-hexaoxa-1 4, 1 7-diazatriacont-1 -ylcarbamate 
et 0,205 g de I'exemple 6 (compose F) sont solubilises dans 3 ml d'eau . 

Des gouttes d'eau saturee en Na 2 C0 3 sont ajoutees dans le milieu pour 
obtenir un pH=9,2. Le milieu est maintenu sous agitation magnetique pendant 
18 heures puis est filtre sur papier Whatmann, neutralise a i'aide d'HCI (1N) et 
repris dans 1 5 ml de CH 2 CI 2 . 

La phase chloromethylenique est lavee avec 1 ml d'eau puis sechee sur 
Na 2 S0 4 . filtree et evaporee. Le residu est repris dans 10 ml d'EtOH pour etre 
precipite dans 100 ml d'Et 2 . 

0,2 g de cristaux (couleur orange safran) sont obtenus avec un 
rendement de 69%. 

HPLC : Colonne Symmetry 18 (3,5 urn) 50x2,1 mm 

- Detecteur : UV 201 nm 

- Phase mobile : A : Eau +TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 
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Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



Le produit attendu a un temps de retention de 2,40 min. 

Spectre de masse : M/z = 673 (z= 2 ; ES +) Masse theorique = 1 344,5 

7) Acide 1 -(I2- K1 4-acetvl-30-amino-1 6-oxo-4.7. 1 0,21 .24.27-hexaoxa- 
14,1 7-diazatriacont-1 -vl)amino1-3 . 4-dioxo-l -cvclobuten-1 -vllaminoVI 8-f (4-|f (?- 
amino-4-oxo-3.4-dihvdr o-6-pteridinvnmethvnaminoTbenzovl^amino1-15-oxo- 
4.7.1 0-trioxa-14-azanonadecan-1 9-oiaue 

0,2 g de I'acide 1-({2-[(14-acetyl-34,34-dimethyl-16,32-dioxo-4,7,10 > 21,24 I 
27,33-heptaoxa-1 4, 1 7,31 -triazapentatriacont-1 -yl)amino]-3.4-dioxo-1 -cyciobuten-1 - 
yl}amino)-18-[(4-{[(2-amino-4-oxo-3,4-dihydro-6pteridinyl)methyl]amino}benzoyl) 
amino]-15-oxo^,7,10-trioxa-14-azanonadecan-19-oTque sont mis en solution 
dans 2 ml d'acide trifluoroacetique a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est ensuite precipite dans 20 ml d'Et 2 0, filtre et lave 
abondamment a I'ether ethylique. 

0,18 g de cristaux sont obtenus avec un rendement de 78%. 

HPLC_: Colonne Symmetry C18 (3,5 urn) 50 x 2,1 mm 

- Detecteur : UV 201 nm 

- Phase mobile : A : Eau +TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 
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Le produit attendu a un temps de retention de 1 ,9 min. 

Spectre de masse : M/z = 1245 (ES+) M theorique = 1244,4 

5 Exemple 25 : Preparation du compose K : 

1) tert-butvl 35-f (2-ethoxv-3.4-dioxo-1 -cvclobuten-1 -vDaminol- 

3,6,9.12,15,18.21.24.27,30.33 -undecaoxapentatriacont-1-vlcarbamate 
0,8 g de tert-butyl 35-amino-3,6,9, 12, 15,1 8,21, 24,27,30,33-undecaoxa- 
pentatriacont-1-ylcarbamate sont solubilises a temperature ambiante dans 4 ml 
10 d'EtOH . A cette solution sont additionnes 165pl de 3,4-diethoxy-3-cyclobutene- 
1 ,2-dione. 

L'ensemble est agite, a temperature ambiante pendant 18 heures. Apres 
evaporation du solvant, le residu obtenu est dissout dans 5 ml de CH2CI2 pour 
etre purifie sur 30 g de silice MERCK Geduran® (4-63 urn) avec un eluant 
15 compose de CH 2 CI 2 /MeOH (95/5). 

0,6 g d'huile est obtenue avec un rendement de 70%. 

CCM : Rf = 0,5 ; silice Si0 2 ; eluant = CH 2 CI 2 /MeOH (9/1) 

20 HPLC : Colonne Symmetry C18 (3,5pm) 50 x 2,1 mm 

- Detecteur : UV (201 nm) 

- Phase mobile : A : Eau + TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


% A 


%B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



25 Le produit attendu a un temps de retention de 2,78 min. 

Spectre de masse : M/z = 769,5 (ES+) M theorique=768,9 
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2) Acide 1 8-f(4-{r(2-amino-4-oxo-3.4-dihvdro-6-Dteridinvl)methvllamino> 
benzovl)amino1-1-a2-f(39.39-dimethvl-37-oxo-3.6.9. 12. 15. 18.2 1.24,27.30. 33.38 
-dodecaoxa-36-azatetracont-1 -vnaminol-3,4-dioxo-1 -cvclobuten-1 -vllaminoV-1 5- 
oxo-4,7,10-trioxa-14-azanonadecan-19-oiaue 

0,3 g de tert-butyl 35-[(2-ethoxy-3,4-dioxo-1-cyclobuten-1-yl)amino]- 
3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33-undecaoxapentatriacont-l-ylcarbamate et 0,34 
g de I'exemple 6 (compose F) sont solubilises dans 4,5 ml d'eau et 0,7 ml 
d'EtOH . 

Le pH du milieu est augmente a 9,2 avec des gouttes d'eau saturee en 
Na 2 C0 3 . Le milieu reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 48 
heures avec maintien du pH a 9,2. 

Apres evaporation de I'ethanol, la solution aqueuse obtenue est purifiee 
sur un systeme de colonne chromatographique « Supervarioflash® » avec une 
cartouche K026033 (RP 18 ; 25-40 urn) avec un eluant Eau/CH 3 CN (98/2) et un 
debit de 20 ml/min. 

100 mg de produit sont obtenus avec un rendement de 25%. 

HPLC : Colonne Symmetry C18 (3,5pm) 50x2,1 mm 

- Detecteur : UV (275 nm) 

- Phase mobile : A : Eau + TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


%A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



Le produit attendu a un temps de retention de 2,40 min. 

Spectre de masse : M/z = 684 ( z=2 ; ES+) M theorique = 1366,5 
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3 ) Acide 1 8-r(4^r(2-amino-4-oxo-3,4-dihvdro-6-pteridinvl)methvllamino> 
benzovl)amino1-1 -((2-lY35-amino-3.6.9, 12.15.1 8.21 .24.27.30.33- 
undecaoxapentatriacont-1 -vl)amino1-3.4-dioxo-1 -cvclobuten-1 -vltemino)-1 5- 
oxo-4.7. 1 0-trioxa-1 4-azanonadecan-1 9-oTque 

5 

0.3 g de I'acide 18-[(4-{[(2-amino-4-oxo-3,4-dihydro-6-pt§ridinyl)methyl] 
amino^enzoyOaminol-l-^-KSQ.Sg-dimethyl-SZ-oxo-S.e.g, 12,1 5,1 8,21 ,24,27,30, 
33,38-dodecaoxa-36-azatetracont-1 -yl)amino]-3,4-dioxo-1 -cyclobuten-1 -yl}amino)- 
1 5-0X0-4,7,1 0-trioxa-14-azanonadecan-19-oTque sont solubilises dans 0,3 ml 
io d'acide trifluoroacetique. 

Apres 15 minutes d'agitation a temperature ambiante, le milieu 
reactionnel est evapore puis repris dans 30 ml d'Et 2 0. 

Apres filtration, lavage a l'Et 2 0 et sechage, 0,29 g de produit sont 
obtenus. 

15 

HPLC : Colonne Symmetry C18 (3,5pm) 50x2,1 mm 

- Detecteur : UV (275 nm) 

- Phase mobile : A : Eau + TFA (pH 2,8) 

B : CH 3 CN 

20 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


%A 


% B 


0 


1 


98 


2 


4 


1 


0 


100 


5 


1 


0 


100 



Le produit attendu a un temps de retention de 1,87 min. 

Spectre de masse : M/z = 1267 (ES+) M theorique = 1266,4 

25 
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Exemples 26 a 37 : Couplaae des oarticules maanetiaues acides (p) 
complexees par des composes de formule (I) avec des biovecteurs 

Exemple 26 : 

1) 102,5 mg du compose F de I'exemple 6 sont introduits dans 50 ml de 
I'exemple 12 a 0,285 M/L. 76,6 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino- 
propyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. Le pH est ajuste a 6,2 et I'ensemble 
est agite 18 heures a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 65 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn donnant la solution A. 

Fe = 67 % Masse/Masse 
P = 1,29 % Masse/Masse 
C = 1 ,95 % Masse/Masse 
N = 0,26 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,74 % mole/mole 
Taux de greffage [compose F / Fe] = 0,17 % mole/mole 
Taux de greffage [compose F / compose A] = 9,8 %. 

2) 3 g du compose E de I'exemple 5 sont introduits dans 50 ml de la 
solution A obtenue a I'etape 1). 600 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino- 
propyl)-3-ethy!carbodiimide sont ajoutes. Le pH est ajuste a 6,2 et I'ensemble 
est agite 18 heures a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 40 ml puis 
est filtre sur 0,22 pm. 

[Fe]: 0,289 M/L Taille PCS = 29,6 nm 
Fe = 56,6 % Masse/Masse 
P= 1,1 % Masse/Masse 
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C = 7,27 % Masse/Masse 
N = 1,1 % Masse/Masse 
Br = 2,6 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,75 % mole/mole 
5 Taux de greffage [compose E / Fe] = 1 ,07 % mole/mole 

Taux de greffage [compose E / compose A] = 61 % 

Exemple 27 : 

36,5 mg du compose H de I'exemple 22 sont introduits dans 30 ml de 
10 I'exemple 12 a 0,285 M/L. Le pH est ajuste a 6,2 et 18 mg de chlorhydrate de 
1-(3-dimethy!-amino-propyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est 
agite 1 8 heures a temperature ambiante. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 65 ml puis 
15 est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,292 M/L Taille PCS = 32,2 nm 

Fe = 66,0 % Masse/Masse 

P = 1,48 % Masse/Masse 

C = 3,35 % Masse/Masse 
20 N = 0,69 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 2,02 % mole/mole 

Taux de greffage [compose H / Fe] = 0,83 % mole/mole 

Taux de greffage [compose H / compose A] = 41 % 

25 Exemple 28 : 

1) 9H-fluoren-9-vlmethvl 6-(phosphonooxv)hexvlcarbamate 
1,33 ml de POCI 3 et 1,83 ml de trietylamine sont mis en solution dans 
9 ml d'heptane. 3 g de 6-(FMOC-amino)-1-hexanol en solution dans 30 ml de 
CH 2 CI 2 sont introduits goutte a goutte a la solution precedente en maintenant 
30 une temperature de 0°C. 

Le milieu reactionnel est agite 1 heure a 0°C puis 18 heures a 
temperature ambiante. 30 ml d'eau sont ajoutes et l'ensemble est agite 2 
heures a temperature ambiante. 



Copied from 11560807 on 3 0/25/2006 



WO 2004/058275 



90 



PCT/FR2003/003855 



La phase organique est lavee a I'eau puis concentree sous vide. Le 
solide resultant est repris a I'eau, filtre et seche. 

3 g de produit sont obtenus avec un rendement de 81% et une purete 
HPLC de 60 %. 

HPLC : Colonne X-TERRA C18 (5pm) 250x4,6 mm 

- Detecteur : UV 201 nm 

- Phase mobile : A : Solution de Carbonate d'ammonium pH = 9 

B : CH 3 CN 



Temps 
(min) 


Debit 
(ml/min) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


30 


1 


2 


98 



Le produit attendu a un temps de retention de 14,1 min. 



2) ferf-butvl 1 5 -r(teAf-butoxvcarbonvnaminoM-(9H-fluoren-9-vn-1 2- 
hvdroxv-3-oxo-2. 11.1 3 -trioxa-4-aza-1 2-phosphahexadecan-1 6-oate 1 2-oxide 

3 g de 9H-fluoren-9-ylmethyl 6-(phosphonooxy)hexylcarbamate et 3,73 g 
de Boc-Serine-OtBu sont dissous dans 54 ml de pyridine. Une solution de 
6,49 g de triisopropylbenzenesulfochloride dans 42 ml de pyridine est 
additionnee goutte a goutte. L'ensemble est agite a temperature ambiante 
48 heures. 

30 ml d'eau sont ajoutes et l'ensemble est agite pendant 4 heures puis 
est concentre sous vide. Le residu obtenu est repris dans 100 ml d'ether 
ethylique. 

L'insoluble est elimine par filtration. Le filtrat est concentre sous vide et 
est ensuite purifie sur Silice (elution : CH 2 CI 2 95 % - MeOH 5 %). 

HPLC : Colonne X-TERRA C18 (5pm) 250x4,6 mm 
- Detecteur : UV201 nm 
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- Phase mobile : A : Solution de Carbonate d'ammonium pH = 9 
B: CH 3 CN 



Temps 
(min.) 


Debit 
(ml/min.) 


% A 


% B 


0 


1 


98 


2 


30 


1 


2 


98 



5 Le produit attendu a un temps de retention de 20 min. 

3) ferf-butyl 3-(fr(6-aminohexvl)oxv1(hydroxv)phosphorvnoxv>-2-rffe/t- 
butoxvcarbonvDaminolpropanoate 

3 g de fe/t-butyl 15-[(ferf-butoxycarbony!)amino]-1-(9H-fluoren-9-yl)-12- 
10 hydroxy-3-oxo-2, 1 1 , 1 3-trioxa-4-aza-1 2-phosphahexadecan-1 6-oate-1 2-oxide 
sont agites dans 0,62 ml de piperidine et 3 ml d'eau pendant 12 heures a 
temperature ambiante. Le milieu reactionnel est filtre et les cristaux obtenus 
sont laves 2 fois avec 50 ml d'acetonitrile puis est recristallise dans 100 ml 
d'acetonitrile. 

15 

Spectre de masse : M/z = 441,3 (ES+) M theorique = 440 

4) Acide 16-(terf-butoxvcarbonvn-1 3-hvdroxv-20.20-dimethvl-1 3-oxido- 
20 4,18-dioxo-1-phosphono-12,14,19-trioxa-5,17-dia2a-13-phosphahenicos-1- 

vlphosphonique 

106 mg de ferf-butyl 3-{[[(6-aminohexyl)oxy](hydroxy)phosphoryl]oxy}-2- 
[(fert-butoxycarbonyl)amino]propanoate en solution dans 2 ml d'eau sont 
introduits dans une solution de 50 mg du compose A de I'exemple 1 dans 4 ml 
25 d'eau. Le pH est ajuste a 6,2 et 60 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino- 
propyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est agite 24 heures a 
temperature ambiante. 

Le produit obtenu est purifie sur Silice 60 silanise Merck (63-200 urn) avec 
une elution en gradient (eau/methanol) avec un suivi par HPLC. 
30 70 mg sont obtenus avec un rendement de 52 %. 
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Spectre de masses M/z = 671 ,2 (ES+) 



M theorique = 670 



5) Acide 17-amino-1 ,1 .14-trihvdroxv-5-oxo-2-phosphono-1 3.1 5-dioxa-6- 
aza-1A, 5 .14-diphosphaoctadecan-18-oiaue 1,14-dioxide 



60 mg d'acide 16-(fert-butoxycarbonyl)-13-hydroxy-20,20-dimethyl-13- 
oxido^.lS-dioxo-l-phosphono-^.M.IQ-trioxa-S.^-diaza-IS-phosphahenicos- 
1-yl-phosphonique sont mis en agitation dans 1 ml de TFA pendant 2 heures. 
La solution est evaporee sous vide et 46 mg de produit sont obtenus avec 
10 un rendement quantitatif. 

Spectre de masse : M/z = 515,1 (ES+) M theorique = 514 

6) 31 mg d'acide 17-amino-1, 1,1 4-trihydroxy-5-oxo-2-phosphono-1 3,15- 
15 dioxa-6-aza-1 A:\l4-diphosphaoctadecan-18-oTique 1,14-dioxide en solution 
dans 10 ml d'eau est ajoute goutte a goutte a une solution de 1 ml de I'exemple 
9 (ferrofluide acide) a 2,742 M/L dilue dans 100 ml d'eau. L'ensemble est agite 
pendant 20 minutes a temperature ambiante et le pH est ajuste a 7,2. 

La solution obtenue est ultrafiltree sur une cellule a agitation PALL® ayant 
20 un seuil de coupure de 30 kD. 300 ml de filtrat sont eiimines pour obtenir une 
solution finale de 10 ml. 



5 




[Fe] = 0,262 M/L 



Taille PCS = 28,1 nm 



25 



Fe = 67,6 % Masse/Masse 



P 



1,9 % Masse/Masse 
3,15 % Masse/Masse 
0,57 % Masse/Masse 



C 



N 
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Exemple 29 : 

1,75 g du compose I de I'exemple 23 sont dissous dans 30 ml de 
I'exemple 12 a 0,285 M/L et le pH est ajuste a 6,5. 368 mg de chlorhydrate de 
1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est 
agite a temperature ambiante pendant 24 heures. La solution est ultrafiltree sur 
une cellule PALL® a agitation ayant un seuil de coupure de 30 kD. 800 ml de 
filtrat sont eiimines. Le retentat est ajuste a 15 ml. 

[Fe]= 0,496 M/L Taille PCS = 27,1 nm 

Fe = 59,2 % Masse/Masse 
P = 1 ,09 % Masse/Masse 
N = 0,32 % Masse/Masse 
C = 6,8 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,66 % mole/mole 
Taux de greffage [compose I / Fe] = 0,97 % mole/mole 
Taux de greffage [compose I / compose A] = 54 % 

Exemple 30 : 

0,9 g du compose 0-(2-Aminoethyl)-0'-methylpolyethylene glycol 750 
[Amino-PEG750 ; Fluka] sont dissous dans 22 ml de I'exemple 12 a 0,285 M/L 
et le pH est ajuste a 6,5. 280 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
dimethylaminopropyl)-3-ethyIcarbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est agite a 
temperature ambiante pendant 24 heures. La solution est ultrafiltree sur une 
cellule PALL® a agitation ayant un seuil de coupure de 30 kD. 800 ml de filtrat 
sont eiimines. Le retentat est ajuste a 20 ml. 

[Fe]= 0,285 M/L Taille PCS = 24,9 nm 

Fe = 53,2 % Masse/Masse 

P = 1 ,30 % Masse/Masse 

N = 0,35 % Masse/Masse 

C = 5,87 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 2,2 % mole/mole 

Taux de greffage [compose Amino-PEG750 / Fe] = 1,33% mole/mole 

Taux de greffage [compose Amino-PEG750 / compose A] = 60,3 % 
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Exemple 31 : 

3,15 g du compose 0-(2-Aminoethyl)-0'-methylpolyethylene glycol 2000 
[Amino-PEG2000 ; Fluka] sont dissous dans 30 ml de I'exemple 12 a 0,285 M/L 
et le pH est ajuste a 6,2. 368 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
5 dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide sont ajoutes. L'ensemble est agite a 
temperature ambiante pendant 24 heures. La solution est ultrafiltree sur une 
cellule PALL® a agitation ayant un seuil de coupure de 30 kD. 800 ml de filtrat 
sont elimines. Le retentat est ajuste a 25 ml. 

[Fe]= 0,290 M/L Taille PCS = 32,2 nm 
10 Fe = 46,3 % Masse/Masse 

P = 1 ,07 % Masse/Masse 

N = 0,3 % Masse/Masse 

C = 10,3 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 2,08 % mole/mole 
15 Taux de greffage [compose Amino-PEG2000 / Fe] = 1 ,07% mole/mole 

Taux de greffage [compose Amino-PEG2000 / compose A] = 50,4 % 

Exemple 32 : 

20 180 mg du compose J de I'exemple 24 sont introduits dans 46 ml de 

I'exemple 12 (concentration : 0,285 mole/L en Fer) et le pH est ajuste a 6,2. 

50 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes a cette solution. L'ensemble est agite 8 heures a 
temperature ambiante. 50 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3- 

25 ethylcarbodiimide sont rajoutes au milieu reactionnel et I'agitation est maintenue 
16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. 

Le retentat est ajuste a 55 ml puis est filtre sur 0,22 urn. 
30 [Fe] : 0,273 M/L Taille PCS = 72,4 nm 

Fe = 62,4 % Masse/Masse 
P = 1,16 % Masse/Masse 
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C = 2,31 % Masse/Masse 
N = 0,37 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,68 % mole/mole 
Taux de greffage [compose J / Fe] = 0,185 % mole/mole 
5 Taux de greffage [compose J / compose A] = 1 1 ,0 % 

Exemple 33 : 

750 mg de 0-(2-Aminoethyl)-0'-methylpolyethylene glycol 750 (Amino- 
PEG methylester 750 ® - Fluka) sont introduits dans 20 ml de I'exemple 32 a 
10 0,273 M/L en Fer et le pH est ajuste a 6,2. 

200 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethy- 
carbodiimide sont ajoutes a la solution precedente. L'ensemble est agite 8 
heures a temperature ambiante. 200 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
dimethylamino-propyl)-3-ethyl-carbodiimide sont alors rajoutes au milieu 
15 reactionnel et I'agitation est maintenue 16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 25 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,268 M/L Taille PCS = 69 nm 

20 Fe = 59,7 % Masse/Masse 

P = 1 ,06 % Masse/Masse 
C = 6,3 % Masse/Masse 
N = 0,65 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,6 % mole/mole 
25 Taux de greffage [Amino-PEG 750 / Fe] = 1 ,9 % mole/mole 

Taux de greffage [compose J / Fe] = 0,19 % mole/mole 

Exemple 34 : 

1,13 g de I'exemple 5 (compose E) sont introduits dans 20 ml de 
30 I'exemple 32 a 0,273 M/L en Fer et le pH est ajuste a 6,2. 

200 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes a cette solution. L'ensemble est agite 8 heures a 
temperature ambiante. 
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200 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont alors rajoutes au milieu reactionnel et I'agitation est 
maintenue 16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 25 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe]: 0,188 M/L Taille PCS = 79 nm 

Fe = 55,1 % Masse/Masse 

P = 0,91 % Masse/Masse 

C = 7,21 % Masse/Masse 

N= 1,09 % Masse/Masse 

Br = 3,08 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1,5 % mole/mole 
Taux de greffage [compose E / Fe] = 1,3 % mole/mole 
Taux de greffage [compose J / Fe] = 0,19 % mole/mole 

Exemple 35 : 

0,29 g du compose K de I'exemple 25 sont introduits dans 74 ml de 
I'exemple 12 (concentration : 0,285 mole/L en Fer) et le pH est ajuste a 6,2. 

82 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes a cette solution et I'ensemble est agite 8 heures a 
temperature ambiante. Au bout de 8 heures, 82 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
dimethylamino-propyl)-3-ethylcarbodiimide sont alors rajoutes au milieu 
reactionnel et I'agitation est maintenue 16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 75 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,273 M/L Taille PCS = 60,8 nm 

Fe = 63,1 % Masse/Masse 
P = 1,23 % Masse/Masse 
C = 4,1 % Masse/Masse 
N = 0,37 % Masse/Masse 
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Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,76 % mole/mole 
Taux de greffage [compose K / Fe] = 0,22 % mole/mole 
Taux de greffage [compose K / compose A] = 12,5 % 

Exemple 36 : 

1 g de 0-(2-Aminoehyl)-0'-methylpolyethlylene glycol 750 (Amino-PEG 
methylester 750 ®- Fluka) sont introduits dans 25 ml de I'exemple 35 (C= 0,273 
M/L en fer) et le pH est ajuste a 6,2. 

274 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
Icarbodiimide sont ajoutes a cette solution. L'ensemble est agite 8 heures a 
temperature ambiante. Au bout de 8 heures, 274 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
dimethyIamino-propyl)-3-ethylcarbodiimide sont alors rajoutes au milieu 
reactionnel et I'agitation est maintenue 16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 26 ml puis 
estfiltre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,261 M/L Taille PCS = 59 nm 

Fe = 62,4 % Masse/Masse 
P = 1,13 % Masse/Masse 
C = 7,56 % Masse/Masse 
N = 0,8 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,63 % mole/mole 
Taux de greffage [Amino-PEG 750 / Fe] = 1,59 % mole/mole 
Taux de greffage [compose K / Fe] = 0,22 % mole/mole 

Exemple 37 : 

1,61 g de I'exemple 5 (compose E) sont introduits dans 25 ml de 
I'exemple 35 (C=0,273 M/L en Fer) et le pH est ajuste a 6,2. 

274 mg de chlorhydrate de 1-(3-dimethylamino-propyl)-3-ethyl- 
carbodiimide sont ajoutes a cette solution. L'ensemble est agite 8 heures a 
temperature ambiante. Au bout de 8 heures, 274 mg de chlorhydrate de 1-(3- 
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dimethylamino-propyl)-3-ethylcarbodiimide sont alors rajoutes au milieu 
reactionnel et I'agitation est maintenue 16 heures. 

Le milieu reactionnel est directement ultrafiltre sur cellule a agitation 
PALL® ayant un seuil de coupure de 30 kD. Le retentat est ajuste a 28 ml puis 
est filtre sur 0,22 urn. 

[Fe] : 0,240 M/L Taille PCS = 65,6 nm 

Fe = 61 ,5 % Masse/Masse 

P = 1,02 % Masse/Masse 

C = 8,0 % Masse/Masse 

N = 1,21 % Masse/Masse 

Br = 3,8 % Masse/Masse 

Taux de greffage [compose A / Fe] = 1 ,5 % mole/mole 
Taux de greffage [compose E / Fe] = 1 ,4 % mole/mole 
Taux de greffage [compose K / Fe] = 0,22 % mole/mole 



Tests d'affinite des particules magnetiques acides (p) complexees par des 
composes de formule (I) et couplees avec des biovecteurs, 
pour certaines cibles biologiques. 

1/ Test d'affinite de I'e xemple 17 pour la Folate Binding Protein (FBP) par la 
technique BiaCore 



Reactifs 



Produits 


Fournisseur 


Reference 


Acide folique 


Avogado 


14300 


FBP 


Sigma 


F-0504 


Chips CM5 


BIAcore 


Lots 1121065 et 11210007 



Tampon HBS : Hepes 10mM pH7,4, NaCI 0,15 M, EDTA 4,3mM et NP20 a 
0,005% 

Tampon PGM : KH 2 P0 4 100mM pH 7, glycerol 10% et p-mercaptoethanol 4mM. 
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^immobilisation de la FBP a ete realisee a 1 mg/ml dans le tampon PGM 
selon les protocoles presents par BIAcore pour le couplage aux amines. Apres, 
les groupements carboxyles actifs restants sont satures par 1M d'ethanolamine 
pH=8. La quantite fixee de FBP correspond approximativement a 1,5 ng/mm 2 . 

5 L'exemple 17 etait a une concentration de 0,170 mole/L en fer ce qui 

correspond a 1.9.10" 5 mole de particules/L (en considerant un cristal de 7,5 nm 
soit 8900 atomes de fer/particule). 

La fixation du folate a ete suivie a quatre concentrations differentes (125, 
250, 500 et 1000 uM) alors que celle de l'exemple 17 a ete realisee a 10 pM et 

10 a 10 nM (exprimee en mole de particules/L). L'association et la dissociation ont 
ete etudiees avec un flux a 25 pl/min. Les phases d'association et de 
dissociation sont de 5 minutes. 



Resultats 



Produits 


Vitesse 
d'association ka 


Vitesse de 
dissociation kd 


Constante d'affinite KD 


Acide folique 


10 3 M" 1 s 1 


1.6 10 -3 s- 1 


1,6 uM 


Exemple 17 


> 10 6 M' 1 s" 1 


< 10" 6 s- 1 


< 1 pM 



15 



Ces resultats demontrent que I'affinite de l'exemple 17 pour la Folate 
Binding Protein (FBP) est tres elevee avec une constante d'affinite KD 
inferieure a la picomolaire (exprimes en mole de particule/L). 

20 Sachant que le recepteur a I'acide folique (represente ici par la FBP) est 

tres fortement sur-exprime au niveau de certaines cellules tumorales (cancer de 
I'ovaire, des poumons, du colon et du sein) et dans des sites inflammatoires (en 
particulier dans la polyarthrite rhumato'fde), l'exemple 17 peut avantageusement 
etre utilise comme agent de contraste IRM specifique en oncologie et dans les 

25 maladies inflammatoires. 

2/ Activite inhibitrice de l'exemple 27 pour des metalloproteases MMP-1 et 
MMP-3 humaines. 

L'exemple 27 est couvert a sa surface par un biovecteur (exemple 22 : 
30 compose H) derive de I'llomastat, pseudo-peptide reconnu comme etant un 
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inhibiteur puissant de metalloproteases a Zinc (Matrix metalloproteinase : 
MMP). 

L'activite inhibitrice de I'exemple 27 sur les metalloproteases de la matrice 
MMP-1 et MMP-3 humaines a ete evaluee in vitro. Elle a ete comparee a celle 
5 de I'exemple 12 (particule non fonctionnalisee par le compose H) et a celle du 
peptide de reference, I'llomastat. Le protocole de mesure de I'effet inhibiteur 
des differents produits sur MMP-1 a ete le suivant : 

- Principe : evaluation de I'effet inhibiteur du produit teste sur l'activite 
d'une MMP-1 humaine (isolee de fibroblastes humains de synovie rhumatoi'de), 

lo quantifie par fluorimetrie (?iex=340 nm, Xem=440 nm ; mesure de la formation 
de Cys(Me)-His-Ala-Lys-(n-Me-Abz)-NH2 par clivage du substrat DNP-Pro-Cha- 
Gly-Cys(Me)-His-Ala-Lys-(n-Me-Abz)-NH2) ; protocole decrit dans la reference 
bibliographique Bickettand al. (1993) Anal. Biochem. ; 212 :58. 

Le produit de reference utilise dans ce test a ete le GM6001 (llomastat, 

15 Galardin IC 50 =1 ,9. 1 0' 9 M). 

Plus precisement, le produit a tester, ou le produit de reference ou de 
I'eau, a ete ajoute a une solution tampon a pH=7, contenant 7 nM en MMP-1 . 
L'intensite en fluorescence de ce milieu a immediatement ete evaluee a 
Aex=340 nm et aem=440 nm au moyen d'un lecteur de plaques (GeminiXS, 

20 Molecular Devices). Cette mesure a t=0 sert a verifier toute interference 
eventuelle d'un produit avec la detection fluorescente. La reaction enzymatique 
a ensuite ete initiee en ajoutant le substrat DNP-Pro-Cha-Gly-Cys(Me)-His-Ala- 
Lys-(n-Me-Abz)-NH2 a une concentration de 10 uM. Apres une incubation de 
40 min a 37°C, la fluorescence a de nouveau ete evaluee dans les memes 

25 conditions que precedemment (t=40 min). L'activite enzymatique a ete 
determinee en soustrayant le signal mesure a t=0 du signal mesure a t=40 min. 
Le resultat final est exprime en pourcentage d'inhibition de l'activite 
enzymatique. 

30 Le protocole de mesure de I'effet inhibiteur des differents produits sur 

MMP-3 a ete le suivant : 

- Principe : evaluation de I'effet inhibiteur du produit teste sur l'activite 
d'une MMP-3 humaine (utilisation d'une enzyme recombinante exprimee par la 
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lignee cellulaire sF9), quantification par fluorimetrie (A.ex=340 nm, Xem=405 
nm ; mesure de la formation de Mca-Arg-Pro-Lys-Pro-Tyr-Ala par clivage du 
substrat Mca-Arg-Pro-Lys-Pro-Tyr-Ala-Nva-Trp-Met-Lys(DNP)-NH2 (NFF2) - 
protocole decrit dans la reference : Nagase et al. (1994) J. Biol. Chem. ; 
5 269 :20952. 

Le produit de reference utilise dans ce test a ete le GM6001 (llomastat, 
GaIardinlC 5 o=1,3.10- 7 M). 

Plus precisement, le produit a tester, ou le produit de reference ou de 
I'eau, a ete ajoute a une solution tampon a pH=6, contenant 6 nM en MMP-3. 

io La fluorescence de ce milieu a ete evaluee a lex=340 nm et A.em=405 nm au 
moyen d'un lecteur de plaques (GeminiXS, Molecular Devices), apres une pre- 
incubation de 30 min a 37°C (t=0). Cette mesure a t=0 sert a verifier toute 
interference eventuelle d'un produit avec la detection fluorescente. La reaction 
enzymatique a ensuite ete initiee en ajoutant 10 uM du substrat NFF-2. Apres 

is une incubation de 90 min a 37°C, la fluorescence a a nouveau ete evaluee 
dans les memes conditions que precedemment (t=90 min). L'activite 
enzymatique a ensuite ete determinee en soustrayant le signal mesure a t=0 du 
signal mesure a t=90 min. 

Le resultat final est exprime en pourcentage d'inhibition de l'activite 

20 enzymatique. 

Les resultats d'inhibition des MMP-1 et -3 humaines par I'exemple 27 sont 
representes dans le tableau 1 . 

25 Tableau 1 



MMP 


Concentration 
en fer [M] 


Concentration en biovecteur : 
compose H [M] 


% inhibition de la 
valeur contrfile 


MMP-1 


1,03 x 10 a 


0,86 x10" 10 


9 


1,03 x 10" b 


0,86x10" a 


86 


1,03 x 10^ 


0,86 x 10 -6 


103 


MMP-3 


1,03 x 10" u 


0,86x10- 1u 


0 
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1,03 x ICT* 


0,86 x 10" a 


-1 


1,03 x 10^ 


0,86 x 10" b 


68 



L'exemple 27 inhibe MMP-1 entre 0,87 x 10" 10 et 0,87 x 10" 8 M (exprime 
en concentration de compose H), ce qui est en accord avec la valeur 
experimentale obtenue pour le peptide de reference - llomastat -(IC50 = 1 ,9 x 
10" 9 M). 

L'exemple 27 inhibe MMP-3 entre 0,87 x 10^ et 0,87 x 10 -6 M (exprime en 
concentration de compose H), ce qui est en accord avec la valeur 
experimentale obtenue pour le peptide de reference - llomastat- (IC50 = 1 ,3 x 
10' 7 M). 

Les resultats obtenus avec l'exemple 27 sur les MMP-1 et MMP-3 
montrent que les particules d'oxyde de fer preparees par le demandeur se 
comportent de maniere tres similaire au peptide de reference (llomastat). Le 
compose de l'exemple 27 peut etre utilise comme inhibiteur a large spectre vis 
a vis des metalloproteases (MMP-1, MMP2, MMP-3, MMP-7, MMP-9), et ainsi 
comme agent de contraste IRM specifique tres utile pour imager des zones 
pathologiques dans lesquelles ces differentes MMP sont sur-exprimees. 
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REVENDICATIONS 

1 . Composition comprenant des particules magnetiques acides (p) a base d'un 
compose du fer, lesdites particules magnetiques acides (p) etant complexee par 
un ou plusieurs composes gem-bisphosphonate, de formule I : 

X-L-CH (P0 3 H 2 ) 2 (I) 

dans laquelle : 

• L represente un groupement organique reliant la fonction X a la fonction gem- 
bisphosphonate -CH(P0 3 H 2 )2 ; 

• X represente une fonction chimique susceptible de reagir avec un biovecteur ; 
lesdites fonctions X desdites particules etant eventuellement couplees en tout 
ou partie a un biovecteur. 

2. Composition selon la revendication 1, dans laquelle tout ou partie des 
fonctions X sont couplees a un biovecteur. 

3. Composition selon les revendications 1 ou 2, dans laquelle L est choisi parmi 
un groupe aliphatique ; alicyclique ; aromatique ; alicyclique-aliphatique ou 
aromatique-aliphatique, lesdits groupes pouvant etre eventuellement substitues 
par un groupe methyle, hydroxy, methoxy, acetoxy, amido ou un atome de 
chlore, d' iode ou de brome ; ou bien un groupement -Ln-NHCO-L.2 ou Li et L 2 
sont soit identiques, sort differents et represented un groupe aliphatique ; 
alicyclique ; aromatique ; alicyclique-aliphatique ou aromatique-aliphatique, 
lesdits groupes pouvant etre eventuellement substitues par un groupe methyle, 
hydroxy, methoxy, acetoxy, amido ou un atome de chlore, d'iode ou de brome. 

4. Composition selon la revendication 3, dans laquelle L represente un groupe 
phenylene eventuellement substitue, les groupements X et gem- 
bisphosphonates pouvant etre en position ortho, meta, para. 

5. Composition selon la revendication 3, dans laquelle le groupement L 
represente un groupe aliphatique. 
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6. Composition selon la revendication 5, dans laquelle le groupement L 
represente un groupe -(CH 2 ) p ou p, est un entier de 1 a 5. 

7. Composition selon la revendication 3, dans laquelle le groupement L 
represente L1-CONH-L2, Li et L 2 etanttels que definis dans la revendication 3. 

8. Composition selon la revendication 7, dans laquelle L represente un groupe 
-(CH2) m -CONH-(CH 2 )n, oumetn represented un entier de 0 a 5. 

9. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle X est choisi parmi -COOH, -NH 2 , -NCS, -NH-NH 2l -CHO, maleimidyle, 
alkylpyrocarbonyle, acylazidyle, iminocarbonate, vinylsulfuryle, pyridyl- 
disulfuryle, haloacetyle, dichlorotriazinyle, halogene. 

10. Composition selon la revendication 9, dans laquelle X represente -COOH 
ou -NH 2 . 

11. Composition selon les revendications 6 et 10, dans laquelle tout ou partie 
des composes de formule (I) a la formule (la) suivante : 

HOOC-(CH 2 ) 2 -CH(P0 3 H 2 ) 2 (| a ) 

12. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle les particules (p) sont, en moyenne, complexees sur au moins 90% de 
leurs sites protones par des composes de formule (I). 

13. Composition selon I'une des revendications precedentes, dans laquelle les 
sites protones sont complexes par au moins deux composes gem- 
bisphosphonates de formule (I) de structure differente. 

14. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle les sites protones sont complexes par au moins deux composes de 
formule (I) de structure identique. 
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15. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle les particules magnetiques (p) sont composees en tout ou partie 
d'hydroxyde de fer, d'oxyde de fer hydrate, de ferrites, d'oxydes de fer mixtes 
ou d'un melange de ceux-ci. 

5 

16. Composition selon la revendication 15, dans laquelle les particules 
magnetiques (p) sont composees en tout ou partie d'une ferrite. 

17. Composition selon la revendication 16, dans laquelle la ferrite est la 
10 maghemite ou la magnetite ou un melange de celles-ci. 

18. Composition selon Tune des revendications precedentes, dans laquelle les 
particules (p) sont superparamagnetiques. 

15 19. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle entre 1 et 70%, de preference entre 1 et 50 % des fonctions X des 
composes de formule (I) sont couplees a un biovecteur. 

20. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
20 laquelle les fonctions X des composes de formule (I) sont couplees a au moins 

deux biovecteurs differents. 

21. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle le biovecteur est choisi parmi les proteines, eventuellement 

25 recombinantes ou mutees, les glycoproteines, les lectines, la biotine, les 
vitamines, les phospholipides, les derives de I'acide folique, les anticorps ou 
fragments d'anticorps, les peptides et leurs derives, les mono- ou 
polysaccharides, I'avidine, la streptavidine, les inhibiteurs ou substrats de 
recepteurs, les steroides et leurs analogues, les oligonucleotides, les 

30 sequences d'acide ribonucleique, les sequences d'acide desoxyribonucleique, 
les hormones ou substances analogues aux hormones, les acides amines et 
derives, les molecules organiques a activite pharmacologique, les 
aminoalcools, les agents de ciblage d'integrines, les agents de ciblage de MMP. 
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22. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente un derive de peptide, de preference un agent de ciblage d'integrine 
ou de MMP. 

23. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente un derive de I'acide folique ou antifolique. 

24. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente un derive de phospholipide, en particulier un derive de 
phosphatidylserine, de phosphatidylethanolamine, de phosphatidylcholine, de 
phosphatidylinositol, de sphingomyeline ou les derives de ceramides. 

25. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente une proteine, eventuellement recombinante ou mutee. 

26. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente un anticorps ou un fragment d'anticorps eventuellement 
fonctionnalises. 

27. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur 
represente un pharmacophore eventuellement fonctionnalise. 

28. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur est choisi 
parmi les aminoalcools de formule generate (II) 



dans laquelle R, et R 2 sont identiques ou differents et represented une chaTne 
hydrocarbonee aliphatique comportant de 2 a 6 atomes de carbone, substitute 
de preference par 6 a 10 groupements hydroxyles, ou bien par 4 a 8 
groupements hydroxyles dans le cas ou Ri et/ou R 2 est interrompu par un 
atome d'oxygene. 
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29. Composition selon la revendication 21, dans laquelle le biovecteur est choisi 
parmi les aminopolyethyleneglycols. 

5 30. Composition selon la revendication 28, dans laquelle Ri represente un 
groupe -(CH 2 )-(CHOH) 4 -CH 2 OH ou -(CH 2 )-CHOH-CH 2 OH et R 2 un groupe 
-CH 2 -(CHOH) 4 -CH 2 OH. 

31. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, dans 
10 laquelle les fonctions X forment une liaison covalente avec le biovecteur de type 
-CONH-, -COO-, -NHCO-, -OCO-, -NH-CS-NH-, -C-S-, -N-NH-CO-, -CO-NH-N-, 
-CH 2 -NH-, -N-CH 2 - , -N-CS-N-, -CO-CH 2 -S-, -N-CO-CH 2 -S-, -N-CO-CH 2 -CH 2 -S, 
-CH=NH-NH-, -NH-NH=CH-, -CH=N-0-, -0-N=CH- ainsi que les formules 
suivantes 




32. Composition selon Tune des revendications precedentes, dans laquelle les 
particules complexees et couplees au(x) biovecteur(s) ont un diametre 
hydrodynamique global compris entre 5 nm et 200 nm, de preference compris 

20 entre 5 et 60 nm. 

33. Composition selon I'une quelconque des revendications precedentes, dans 
laquelle la concentration des particules (p) dans la suspension est comprise 
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entre 2 ^moles L' 1 et 4 moles L" 1 , exprirnee en nombre de moles d'ions 
metalliques total. 

34. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
comprenant un ou plusieurs vehicule(s) et/ou additif(s) pharmaceutiquement 
acceptables. 

35. Composition selon la revendication 34 caracterisee en ce qu'elle est sterile 

36. Procede de preparation d'une composition selon les revendications 1 a 35, 
ledit procede comprenant les etapes successives consistant a : 

(i) mettre en contact une solution acide de particules magnetiques 
acides (p) a base d'un compose de fer, avec des composes de 
formule (I) tels que definis dans la revendication 1 en quantite 
suffisante et recuperation des particules complexees obtenues; 
le cas echeant, 

ii) realiser le couplage de tout ou partie des fonctions X des 
composes de formule (I) complexes a la surface des particules 
magnetiques (p) avec des biovecteurs. 

37. Procede selon la revendication 36, dans lequel les particules magnetiques 
(p) mises en ceuvre a I'etape (i) sont obtenues selon un procede comprenant 
les etapes consistant a : 

a) preparer une solution colloidale de ferrofluide acide ; 

b) trailer la solution obtenue a I'etape a) par une solution 
d'acide nitrique ; 

c) isoler le floculat obtenu a I'etape b) ; et 

d) realiser une peptisation. 

38. Produit de contraste pour I'imagerie par resonance magnetique comprenant 
des particules magnetiques eventuellement couplees a des biovecteurs telles 
que definies dans les revendications 1 a 35, eventuellement associees a un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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39. Utilisation des compositions selon les revendications 1 a 35 pour la 
fabrication d'un agent de contraste utile pour I'lmagerie par Resonance 
Magnetique. 

40. Utilisation des compositions selon les revendications 1 a 35 pour la 
fabrication d'un agent de contraste utile pour la medecine nucleaire. 

41. Utilisation des compositions selon les revendications 2 a 35, dans laquelle 
le biovecteur est un ligand specifique d'un recepteur biologique, pour la 
fabrication d'un agent de contraste utile pour la caracterisation et/ou le suivi 
therapeutique, notamment dans les maladies cardiovasculaires, les cancers ou 
les maladies inflammatoires et degeneratives. 

42. Utilisation des compositions selon les revendications 2 a 35, dans laquelle 
le biovecteur est un ligand specifique d'un recepteur biologique, pour la 
differentiation et/ou la separation in vitro, au sein d'un melange, de composants 
portant une cible dudit biovecteur et de composants ne portant pas ladite cible. 

43. Utilisation des particules magnetiques couplees a des biovecteurs selon les 
revendications 2 a 35, dans laquelle le biovecteur des particules magnetiques 
(p) possede des proprietes pharmacologiques et/ou cytotoxiques, ledit 
biovecteur pouvant eventuellement etre libere sous Taction d'un champ 
radiofrequence dans la zone ciblee. 

44. Utilisation des compositions selon les revendications 2 a 35, dans laquelle 
le biovecteur est un ligand specifique d'un recepteur biologique, pour le 
traitement par hyperthermic de territoires pathologiques. 

45. Utilisation des compositions selon les revendications 2 a 35 pour le 
marquage cellulaire, et en particulier le marquage des cellules souches. 
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